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畑雑草イチビの日本への帰化様式に関する分子生態学的研究
黒川｜俊二
飼料生産管理部
要約
イチビは， 1980年代半ば以降急激にその分布を拡大し朗料知lの最も厄介な帰化雑車である。とうした
雑草による被害を防止するためには．その侵入経路を遮断することが不可欠であり．そのためには侵入過程を
詳細に解明することが重要である。そこで本研究では，イチビの侵入源および侵入過程を解明することを目的
として行った。
世界収集系統と輸入殻物から検出されたイチビを用いて，形態および生育特性を比較するとともに ISSRに
よる系統解析を行った。その結架，成熟さく果の色が黄白色（劣性）と黒色（優性）となる二種類の系統が見
出された。輸入穀物から検出されたイチビは黒色で特に雑草性が強く．任来系統は．黄白色で作物的であった。
この系統間差は， ISSR解析においても再現され，輸入殺物系統と在来系統は遺伝距離が大きく離れていた．
母系遺伝する葉緑体DNAマーカ←をI自発し． 二つのハプロタイプ（A,B）を見出した。このハプロタイプ
とさく果の色を組み合わせることによって，イチビを3つの遺伝チ型 (I(A，黄白色） • I (A，黒色）. II 
(B，黒色））に分類した。日本の栽培品種はTypeIで，すべての愉入穀物混入系統群とアメリカコーンベルト
系統はTypeIIであった。 日本の飼料対TI系統のほとんどはTypeIIであったが． 一部TypeIに分類された。
遺伝子型間の形態および生育のfl遣を見た結果， TYJコeIは作物的性質を現し.Type IIは雑草性を現した。
Type ITはその中間で.Type IとIIの交線後代であることを示唆した。
時間的分布を｜明らかにするために，さく諜標本のDNA解析法を確立し．ハプロタイプ識別を行った結果，
輸入穀物系統と阿じハプロタイプBの標本が1893年から存在し その後ほとんどの年代で侮在していた。
以上のように，維草性の強い系統が確実に日本の港に到着している点．飼料畑で見られるイチビの大部分が
輸入穀物に混入していたイチビ種子と同じ葉緑体DNAを待つ点から，日本全国の飼料畑のイチビは，輸入穀
物を介した侵入過程を経て新たに外国から持ち込まれている可能性が高いと考えられた。しかしもう一つの帰
化様式として．在来のイチビが何らかの原因で雑草化した可能性も残された。それらの帰化様式は，侵入過程
での防除を考えるポイントが大きく異なることから，両！帰化様式の可能性の検証が今後さらに必要であると考
えられた。
キーワード ：帰化雑草．イチビ 帰化綴式．分子マーカー，さく葉標本
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緒言
イチビ （Abutilontheophrasti Medic.）は1980年代
半ば以降急激にその分布を拡大し，日本の問料畑におけ
る最も厄介な外来雑草となっている711. 出耕地への強い
侵入性を示し，その侵略的な生育特性によって闘場に生
育する他の植物に対して強い競争力を示す’制剛九 また．
との雑草はトウモロコシをはじめとしてソルガム，ダイ
ズに減収および品質低下をもたらすだけでなく．機械収
樺作業の妨げとなる即日。さらに，酪位においては，イ
チビが放つ特有の臭いの牛乳への移行が懸念されるなど
多綴な級車害を示す7九
2005年11月3日受付
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イチビはアオイ科（Malvaceae）に属する一年生革本
である。 Commonnameはvelvetleafで．他にbuter-
print, Indian malow. buttonweedなどいろいろな英
名が存在し，日本ではイチビの他に．ポウマ，キリアサ．
カナピキ，シナノオなどと呼ばれることもあった。
Abutilon／認は熱帯を中心に100稀あまりが知られてい
る。イチビと近縁種との自然雑種は報告されていない。
日本では西南諸島にタイワンイチビA.asiaticum (L.) 
Sweetおよひ’タカサゴイチビA.indicum （し） Sweetが
分布するが．イチビとの混同のおそれはほとんどない。
しかし，原色牧里F植物大図鑑17）でツナソ（jute)
(Corchor s capsul.正u・isL.)にツナ、ノ（イチピ）と記’蹴
されていたり.juteが栽培されていた頃の農作物の統計
資料にイチビとして掲載されていたりと，イチビという
名についてはかつて混乱してHJいられていたと思われ
る．
原産地はインドIU.G別あるいは中国75）とされており.i也
のAbutilonJ~誌が熱借あるいは亜熱帯原産であるのに対
して祖松原産・とされている。アジアからヨーロッパにカ
けての1晶子帯地域に広く分布し．意図的に導入された北ア
メリカにおいても北緯32肢から45肢にかけて広く分布
しているが，南アメリカでは確認されていない。
rli帯の気候宇佐に分布するイチビは．カナダのより生育
期間が短い北部へ分布を拡大し続けているが仰．新の降
りない期間が88日しかないアラスカでは繁殖できない
ことがわかっている九土製環境はpI-I6.lから7.8の砂質
土擦から粘土質土境まで幅広く生育できる’九 イチビは，
荒地．空き地. ／.嘩および農耕地を生育地とし，特に．ト
ウモロコシ畑，ダイズ畑．生垣などで発生が多い刷。ア
メリカ中商問11やオンタリオの南阿部では句イチビは（~耕
地の中でヨウシュチョウセンアサガオとともに発生して
いることが多い口九
イチビは積子によってのみ繁荊する。白描性が手l'-:i・に
両く.Andersen引の圃場尖験では約3%の種子が他家受
精していたに過ぎなかった。生産されたfil子は森から夏
にかけて長期問にわたり出~しI Sぷ，.
出芽後13週でさく果の生産がピ一クを迎える10
＝ 
染色体数は2n=42で，異質6f音体である叩。 イチビの
ゲノム姐先についてSteginkら76）は．他のAbulifon属と
のアロザイムパターンの比較によって祖先種の検索を試
みたが，祖先種は見つからず既に得在していない可能
性を指摘した。イチビ集団聞の変異についてWarwick
ら84）はオハイオ西部（北緯39度）からオンタリオ中部
（北緯45度）にかけて分布する39集団についてアロザイ
ム分析を行った結果．用いた16種類の酵素のうちたっ
た二つの酔素でしか多型が見られず. 4つの遺伝子型し
か見られなかった。しかし個体内で酵素の高い多様性
が見られ，異質6f音体を反映していることが示唆され
たぺ こうしたイチビの遺伝的特性は，移入に成功する
種に共通する遺伝的特性．すなわち. ＇者数性によるヘテ
ロ接合性の固定，複数遺伝子座の関連性に伴って移入に
成功する遺伝下型が少なくなる現象．および創始者効果
(founder effect）による形態的あるいは生活史特性に
おける集団分化．に合致していた8,1)0
イチビは元来，繊維作物として世界各地で栽指されて
きた有用純物である。中国では．紀元前2000年から．
イチビの靭皮繊維が．ロープ，純．鞄．自の粗い布地．
つり網．紙の原料．および船の漏水｜妨止斉ljとして用いて
られてきた7目。 Spencer75，は．アメリカ合衆｜五｜における
イチビの導入の歴史をまとめている。 1.700年以前，初
期の北アメリカへの入植者が．値物繊維の不可欠な原料
としてイチビをイギリスから導入し. 1829年までに少
なくともペンシルパニア州とパージニア州の2州で普通
に見られるようになった。しかし，繊維の質が他の繊維
作物に比べて劣っていたため，次第に繊維作物として栽
倍されなくなった。 一方.FJ:zjs.におけるイチビの導入の
歴史は占く．すでに平安時代にまとめられた I本草和名J
にその名が記されており，それ以前に中国から導入され
たと考えられる。イチビはそれ以｜弘明治時代まで円本
全国で栽培・されていたと考えられ. 18世紀初煩から中
ごろに相当する江戸時代の平保， )t:文年代に全国各地の
地域の物産についてまとめられた『享保 ・元文諸倒産物
1限集成」 刷では，現在の岩手県から宮崎県にかけての広
い範聞でイチビの名が記されていた。円本でのm途はみ
に布や純の繊維原料で．さらに．繊維をとったあとの殻
が「ほくち（火口）」として，火もちがよく良質である
ことが知られ．利用され．「ほくちがらJ.「いちびがらJ
などの名で呼ばれた引問。 明治21年 (1888），当I寺の山
間務省はイチビを中国から導入し．北海道，山形．富械．
秋田．岩手．祈品．新潟．および東京山林学校（Ji.東
京大学院学部あるいは東京農工大学）にて大規模な試作
を行ったが．繊維の質が他の麻類に劣っていたため．そ
の栽t音は発展しなかったSUI刷。
アメリカでは.1870年代以降．次第にイチビの雑草
としての問題化が指摘されるようになり？ 大西洋岸地
域中部の10大問題雑草として 1 また，北部中央地域の
ダイズ畑で．発生頻度が高く．最も厄介で防除にかかる
費用の大きい10大雑草の一つに挙げられている。北ア
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メりカにおいてイチビは． トウモロコシ．ソルガム，ダ
イズおよびワタに著しい収量減をもたらす。これらの作
物について.1982年にアメリカ合衆国でイチビ防除に
要したコストは343百万ドルに及んだと推定されている
問。上記の作物以外にも．世界各地で．カプR.17.18.S1.R7.S0l0
ヒマワリ芯山7関川 パレイショロ剖’トマ ト開．タマネギー
インゲンso，.キャベツ131. パールミレット円コムギ28.571.
オオムギ＞8.57>. カンキツ類羽など多くの作物で被害が報告
されている。 イチビは作物と光競合，養分競合を引き起
こすだけでなく．種子から政出されるアレロパシー活性
をもっ物質によって，作物の種下の発芽および生育をJI
制する問。たいていの作物は生船生長に切り替わるとき
に栄養生長を終えるが．イチビは生活史全体にわたって
栄益生長を続けるため．生育Jill間の終わりにより大きな
バイオマス生産を行うことができ，生育後j切での光競合
能力を増すことができる＇ ＂＇.
一方日本では． イチビは1980年代になるまで大きな
問題を引き起こさなかった3へ ところが. 1980年代後
半になって，突然， 日本全国の飼料畑を中心に長延し始
め．アメリカ合衆国｜司糠．特にサイレ←ジ用トウモロコ
シの雑草として大きな被害をもたらすこととなった刊。
また．イチビ以外にも．ヨウシュチョウセンアサガオ
(Datura stramonium L.）.オオクサキビ （Panicum
dicholomi[Jorum Michx.）.ハリピユ （Amara刀thus
spinosusし），アレチウリ（Sicyosangulalus L.）.ワ
ルナスビ （Solanumcarolinense L.）などの多種多織
なl帰化級車も問題を引き起こしていることが明らかとな
った問。 ！と｜本において．飼料作物栽倍は．ほとんどの場
合畜産農家自身によって行われている。多くの~I化雑草
が全l到の飼料：／：Ilで集中的に！Ill題を引き起こしていたこと
から．近年失然起こったl帰化球車問題は日本の諮P-E'lJ情
に原｜主lがあると推定された。そこで， 外国産のものが直
接的，あるいは問般的に制料知lに投入されるケースとし
て．二つの可能性が挙げられた。 一つは飼料作物の種子
である。飼料作物種子は国外 国内育成系統を問わず．
種子の生産が外国で行われることが多い。 こうした腫チ
が日本に輸入される燃に．帰化雑草種子が混入する可能
性がある。しかし．実際には 外国で培殖された飼料作
物種子はOEC D種子品種証明制度（牧草放び泊料作物）
に基づいて輸入されているため．純度検査によって一定
水準以上の純度が維持されており.iJm化会ft草種子の混入
の可能性は非常に低いと考えられた。もう一つは輸入飼
料である。輸入飼料は家畜の体内を通過後．家畜排t世物
として飼料畑に投入される。輸入飼料．特に濃厚朗料の
原料となる穀物輸入量は第二次世界大戦後指加し．
1961年に180万トンであった輸入トウモロコシが2000
年には1.600万 トンにまで増加した1ヘ消；J<ら7仰は．
1993年から1994年にかけて茨城県鹿島港に入港するす
べての輸入穀物サンプルの混入物の調査を行い．非常に
多くの帰化雑草種子を見出した。これらの種子の中には．
近年全国で問題となっているものだけでなく．現在問題
となっていないものも多く含まれていることが明らかと
なった。根本らげ》は．その中のアメリカ合衆国とオース
トラリアからの輸入穀物の中に混入していた種子の中に
イチビが含まれていたことを明らかにした。こうした輸
入穀物に混入したイチビの結子が．近年急激に問題を引
き起こしているイチビの種子源である可能性が指摘され
た。
イチビの防除法についてはこれまで多くの研究がなさ
れてきた。 Satoら酬は，イチビの耕種的防i除法として．
イタリアンライグラス （LoliummultiflorwηLam.) 
による被覆を利用したトウモロコシ栽暗によって．イチ
ビによる減収割合を減少できることを示した。また．
Lueschenら461は徹底的な耕うんがイチビの碍子生産を
減少させることを示した。機械による中耕除草もまた．
比鮫的小さな＠I拐では有効である．しかしイチビ種子
は土療中で50年以上も生存できることが知られてお
り叫 完全にJil]堀から除去することはきわめて困難であ
る。効果のある除草剤としては metribuzin.alrazine. 
2. 4-D. bentazon. bromoxynil咽 cyanazine.clicam 
ba. linuron, halosulfuron・methylおよびfluthiacel・
melhylなどが挙げられている。しかしながら．イチビ
のトリアジン系除草剤抵抗性生物型がマリ←ランド．ウ
ィスコンシン．ミネソタで報告されてい
る2仙 2刷。
イチビをはじめとする多くの耐化1'U立による被古を効
果的に防止するためには．個々のfilに対する防除法のfili
立が基盤であるだけでなくそれらの侵入j原．侵入経路．
定着条件および拡散機構を解明し，できるだけ侵入初期
の段階で防除策を講じることが必要不可欠である。しか
し，乙うした！帰化雑草は，被害が拡大するまで発見され
ることがほとんどなく，特に．近年の畜産，良家に見られ
る大規模経営化と後継者不足による労力不足のため．飼
料畑の雑草管理まで注意が行き届かず，被害が最大に遣
するまで気づかれないことが多い。イチビのようにすで
に全国に長延したものの起人 ・定五＇'i-・拡散過程を解明す
ることは，過去の事象であるため非常に困難となる．こ
うした過去の事象を解明する上で，近年発展した分子生
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物学的手法は非常に有効な手段となりうる。
すでに大きな問題を引き起こしているイチビの歴史的
な増加過程や分布肱大様式を解明することは，強害帰化
雑草と呼ばれるものがどのような侵入過程を経て問題を
引き起こすにいたるのかを知ることにつながり，これま
での雑草学では困難とされてきた， l帰化雑草の侵入初期
の過程の解析が可能になると期待される。今後．こうし
た研究は雑草学の新たな研究分野のーっとして展開され
ていくものと考えられるとともに，帰化雑草の｜削除の観
点からも．最も効果的とされる水際での種子遮断という
積極的な防除対策技術の開発につながるものと期待され
る。さらに．問機の研究が他の維車種で行われデータが
蓄積されることによって，現在重要視されつつある雑草
リスク評価システムの構築が大幅に進展すると考えられ
る。
そこで，本研究においては. 1980年代以降急激に分
布を拡大し，全国各地の飼料畑を中心に大きな被宮をも
たらしているイチビを材料として．その侵入源および侵
入過程を解明することを目的とした。第一意では．まず
イチビの種内変異を概観するために，アメリカ合衆国農
務省（USDA）所蔵の世界の収集系統について．形態お
よび生育特性の比較， DNA多型に基づく系統解析を行
った。また．侵入j僚として最も可能性の大きい．輸入穀
物に混入していた系統のイチビ種内変異における位世に
ついても検討し過去に日本で栽局されていたイチビと
の追いを明らかにした。第二平では，イチビの侵入源，
侵入経路を解明するために．種子の移動を検出できる葉
緑体DN Aマーカーを開発した。また，さく泉の色の変
異と組み合わせることによって追伝子型の分績を行い，
各追伝子型の生育特性を明らかにした。第三立では，新
たに開発した遺伝マーカーによる遺伝子型の識別方法に
改良を加えることによって．過去120年間に採集されて
きたイチビさく葉傑本の遺伝子型識別を行って，各遺伝
子型の分布した年代を推定した。最後に，これら遺伝子
型識別の結果から圏内雑草系統の由来の推定を試みた。
第一章 世界のイチビの種内変異の様相の把握
清水ら70）および榎本ら川が輸入穀物から検出したイチ
ビは，近年日本で問題を引き起こしているイチビの慢入
源である可能性が高いとされているが，それらの系統が．
同様に強い雑草性を示すかどうかは明らかではない。ま
た，繊維作物としてのイチビについてもどのような生管
特性を示すかはあまり明らかになっていない。
そこで，本章では，世界中で収集されたイチビの遺伝
資源と鹿島港に入港した輸入穀物サンプル中で検出され
たイチビを用いて，形態形質および雑草性に関わる生育
特性について相対的な比較を行うとともに.DNAマー
カーの一つであるISSR(Inter咽SimpleSequence 
Repeat）による系統解析を行った。それらの結果を元
に．輸入穀物サンプル中で種子が検出されたイチビの積
極内変異の中での位置づけを明らかにした。
第一節 形態および生育特性における変異
イチビの雑草としての特性は，高い種子生産性，種子
の休眠性に起因するだらだらとした発生あるいは強力な
作物との競争力などが考えられる。そこで，本節におい
ては．世界中の遺伝資源と輸入穀物混入系統を用いて．
初期生育から成熟にいたるまでの生育特性．閥花時期お
よびJtl問．種子生産性および種子休眠性などについて比
較を行った。また．用いた遺伝資源、の中に．日本でかつ
て栽培されていたと思われる系統が見出されたことカ
らそれらの系統と輸入穀物混入系統との形態および生
育特性の違いを明らかにした。
材料および方法
1. 供試材料
供試材料として則いた系統をTablelに示した。 21カ
国から採集され辿伝資源として保存されていた39系統
(No. 1・39）は， USDA/ ARS (the United States 
Department of Agriculture/ AgriculLural Research 
Service）のSouthernRegional PI Stationより純子を
諮与された。これらの系統はもともと.N. I.Vavilov 
Institute of Plant Industryに保存されていたもので，
1985年にUSDAの遺伝資源に寄贈されたものである。
これらの系統の採集年は明らかとなっていないが， N.I. 
Vavilovによるイチビの蝶集年代から推測すると．これ
らの系統は1916年から1940年の聞に採集されたと考え
られる4510 USDAのPI番号が同じものを一つの系統とし
た。
一方．輸入穀物中から見つかった種子については．純
子が検出された輸入穀物のロットごとに別系統として取
り扱った。用いた3系統（No.40-42）は， 1994年に鹿
島港に入港したアメリカ合衆国産のダイズを運んだ2隻
およびグレインソルガムを運んだl隻の積荷から得た。
2. 供試材料の栽培方法
すべての系統の種子を1997年4月14日に，栃木県那
須郡西那須野町にある草地試験場（現畜産草地研究所）
の温室内の発芽床に揺種し，発芽した実生を同年5月
した形態および生育特性の調査項目は. Warwickら制が
行った研究の中で系統聞に変異が見られた形質を参考に
して決定した。調査項目をTable2に示した。
播種 3ヵ月後． 7つの項目について調査を行った
(characters 1・7）。すなわち，草高（PHl)，個体あた
りの分伎数（BNl）.総枝長（BL).個体あたりの菜数
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27日に問試験場の試験回場内に移植した。
個体のプロットは黒色のビニールマルチによって他の雑
それぞれの
草の発生を防止した。各系統の固体数は1から3であっ
た。
形態および生育特性の調査方法
形態および生育特性の調査は個体ごとにf守った。測定
3. 
Table l. Origins and sources of the accessions used in section l 
Origin Source 
Ethiopia USDA germplasm 
Kazahst釦1 USDA germplasm 
Japan USDA germplasm 
China USDA gcrmplasm 
Italy USDA germplasm 
Japan USDA germplasm 
Russian Federation USDA germplasm 
Africa USDA germolasm 
China USDA germplasm 
China USDA germplasm 
China USDA germplasm 
Russian Federalion USDA germplasm 
Germany USDA germplasrn 
Portugal USDA gerrnplasm 
India USDA germplasm 
Romania USDA germplasm 
wilzerlancl USDA germplasm 
niled Kingdom USDA germplasm 
China USDA gennplasm 
Pol創1cl USDA germplasm 
Sweden USDA germplasm 
France USDA germplasm 
Italy USDA germplasm 
India USDA germplasm 
Denmark USDA germplasm 
Ukraine USDA germplasm 
Nelherlancls USDA germplasm 
Russian Federation USDA germplasm 
Ukraine USDA gerrnplasm 
Ru田 ianF巴，cleralion USDA germplasm 
Middle Asia USDA germplasm 
France USDA germolasm 
Italy USDA germplasm 
China USDA germplasm 
Poland USDA germplasm 
India USDA germplasm 
Ethiop悶 USDAgermplasm 
Former Soviet Union USDA germplasm 
Japan USDA germplasm 
United Stales l1r】portedsoybean 
United States Imp。rtedgrain sorghum 
United States Imported soybean 
Samples No. 3. 6 and 39 were regarded as the previous indigenous velvetleaf and used in the experiment for 
comparison withthe Kashima acce岱 ions(No.40, 41 and 42) as shown in Table 1.6. 
? ?。??? 、? 、 ??
?
??
?
?????
?
??????????
??????????????
???? ????
?
??????
?
Sample No. Accession 
l PI499208 
2 PI499209 
3 PI499210 
4 ?1499211 
5 PI499212 
6 Pl499213 
7 Pl499214 
8 PI499215 
9 Pl499216 
10 ?1499217 
11 PI499218 
12 P1499219 
13 PI499220 
14 PI499222 
J 5 PI499223 
16 Pl499224 
17 PI499225 
18 Pl499226 
19 PI499229 
20 Pl499231 
21 PI499232 
22 PI499233 
23 Pl499234 
24 PI499235 
25 PI499237 
26 PI499238 
27 PI499239 
28 PI499240 
29 P1499241 
30 Pl499242 
31 PI499243 
32 ?1499245 
33 ?1499246 
34 PI499248 
35 ?1499249 
36 PT499250 
37 ?1499252 
38 Pl499253 
39 Pl499255 
40 NGRI94-l -S 
41 NGRJ94・2-I-I
42 NGR194-62-L 
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(LN）.最大葉の葉身の長さ（LL）.最大葉の葉身の幅
(LW）.および最大葉の葉柄の長さ（PTL)であった。
同様に．播種4ヵ月後に，草高（PH2）および値l体あた
りの分枝数（BN2）を測定した（characters8-9）。
フェノロジー（生物季節）については，開花にいたる
日数（FLD）.最初の花が開花した円における草高
(PHF）.および開花期間（FLT）を調査した（charac-
ters 10-12）。 FLTは．さく果の成熟にいたる日数がほ
とんど一定であるという仮定のもと．最初と最後のさく
果の収般日から計算した。
さく果の成熱は全体が黒色あるいは黄白色に変｛じする
ことにより判断し．すべての成熟さく果を個体ごとに採
集し．その数をさく果数（CN）として計測した（char-
acter 13）。その後さく果から種子を回収し次の種子休
眠怜の試験に供するまで室温保存した．
4. 種子休日民性の調査方法
試験は1997年12月から1998年2月にかけて．成熟後
3ヶ月から 7ヶ月経た種子について行った。種子休l眠率
(SD）の測定は.Warwickら酬の方法を改変して行った。
すなわち， 一個体から得られた踊子サンプルを二つにわ
け． 一つは硬実による休眠覚醒を促すため. 60℃の水
に10分間寝泊レもう一つのサンプルは処理を行わず．
それら二つのサンプルの発芽率から休眠率（character
14）を言十算した。司算式はTable2の脚注に示した。発
芽試験は，直径9cmのフラスチックシャーレにろ紙を二
重に敷いたものを用いて，30℃の暗黒条件下で行った。
採種時期を一週間ごとに10期間にわけ． l個体， l期
間についてlシヤ←レずつ上記の2処理を行った。生産
された種子数がJt］間によって異なったため 供試した種
子数は1シャーレあたり5～50粒となった。 10期間の聞
で休眠率に大きな違いが認められなかったことから 1 全
期間の休眠率を平均し，その値をその個体のSD値とし
た。
5. さく果の色の遺伝解析
形態変異の調査過程において，供試材料の中で2つの
さく果の色の遣いが見られたので守その遺伝解析を行っ
た（Figure1）。交配実験の材料としてすべての個体が
黒色のさく果であったNGRI94・1・Sと黄白色であった
PI499210を選び．それぞれ黒色と黄白色の親系統とし
た。母系統として用いたPI499210の開花1-2日前と判断
された花から佐弁．がくおよび約を取り除き．その柱頭
に父系統として用いたNGRI94・1-Sの開花している花の
位粉をこすりつけた。受粉の終わった花は他の花からの
受粉を避けるため紙袋で袋かけを行った。交配後得られ
たFl種子を損室にて滅菌土入りの 9cm径のポットに橋
種した。実生が4-61業期に到達したときに.l/5000aワ
Tab！巴2.CharacLcrs measmecl and lheir abbrevialions 
Abbreviation 
l. PHl 
2. BNl 
3. BL 
4. LN 
5. LL 
6. LW 
7. PTL 
8. PH2 
9. BN2 
10. FLO 
11. PHF 
12. FLT 
13. CN 
14. SD 
Characler 
Morphology 
After 3 months' growth 
Heighl of plant 
No. of branches per plant 
Total branch l巴ngthper plant 
o. of leaves per plant 
Blade length of largest leaf 
Blade width of largesL leaf 
Peliole length of largest leaf 
After 4-months’ 
Height of plant 
Phenology 
o. of branches per plant 
No. of clays from sowing to first nowering 
Height of plant at time of firsL flowering 
o. of days from first flowering Lo last flowering 
From field-col巴ctedseeds 
No. of capsules per planl 
Seed dormancy* 
ネDormancyrate of seeds (%) was calculated as the difference between the germination 
rates of seeds with and without a dormancy breaking treatment. 
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グナーポッ トに移植した。Fl（間体のさく巣が成熟した
際に．その色を観察した。イチビは非情・に自嫡性が雨iい
ことと剖．袋かけの刺激による落果が多数見られたこと
から.F2磁子は温室内での自然受粉によって得た。得
られたF2種子はFl種子と同綴に極種．育成し．さく巣
が成熟した際に色の間察を行ったのち．黒色と黄白色の
個体数を記録した。
6. 統計解析
USDAの迎伝資源の中には円本で採集された系統が3
つ存在するが，これらはーかつてN.I.Vavilovが日本に
訪れたとされる1929年に採集されたものと思われるた
め，少なくとも近年の外来雑草として認識される以前に
‘ 
． 
Figure 1. Difference in n可alu1e capsule colo1 observed 
among velvellcaf accessions. 
Left Ebony capsL1le. Right: lvory cal)sul 
Table 3.Variability in n可orphologicalcharacters and 
growth habils 
Characters rvrean Minimum Maximum CV(%) 
l. Pl-Il (cm) 128.2 92 177 18.3 
2. BNI 17.2 l 26 21.2 
3. BL (cm) 538.8 8 945 34.l 
4. LN 8l.l 22 159 40.7 
5. LL (cm) 27.8 17 38 15.5 
6. LW (cm) 24.5 16 31 14.0 
7. PTL(cm) 22.6 10 32 23.1 
8. Pl I2(cm) 196.5 118 288 20.1 
9. BN2 23.7 1 :32 19.3 
I 0.FLD(clays) 8:3.l 61 112 19.7 
1. PHF(cm) 105.7 21 288 69.8 
12. FL T(clays) 37.9 12 68 49.5 
13. CN 275.8 38 839 64.0 
14. SD (%) 13.8 2ー.4 58.6 97.6 
日本に存在していたものと考えられた。これらを日本の
「在来系統」と仮定して 新たな侵入系統として鹿島港
のサンプル中に見出された系統と．各］移質をMann-
Whitney rank testによって比較した。
さく果の色の遺伝解析におけるF2集団の分離比のど
検定を｜徐いて司すべての統計解析は統計解析ソフ ト
「JMP4.02 (SAS Institute lnc., SAS Campus Drive, 
Cary, NC, USA) Jを用いて行った。
結果
1. 形態形質と生育特性における変異
すべての形質について系統問でかなりの変異が見られ
たが（Table3），総校長（BL) と個体あたりの葉数
(LN）を除いて比較的変異が小さかった。また．さく果
の色の変異として，黄白色と黒色の二腫類が観察された。
草高（PHl. PH2）葉の大きさ（LL, L W. PTL).分
岐数（BNl.BN2）などの形質の変動係数（CV:coef-
ficienl of variation）は14.0-23.1%の範囲であった。
方. BLとLNのCVはそれぞれ34.1%と40.7%であっ
た．最も注目すべき変異はフェノロジ←に関わる形質と
繁殖特性に現れた。フェノロジーに関わる3つの形l"t
すなわち開花までの日数（FLD）.開花開始日における
草尚 （PHF）および開花期間（FLT）は大きな変異を
不し．特に.PHFとFLTのCVはそれぞれ69.8%と
49.5%であった。さらに． 一個体当たり生産されたさく
果数（CN）は．最大値が最小値の約22倍にも及んだ。
種子の休Ill~怒も0-58.6 %の間で変異が見られた。
2. さく果の色の遺伝
交配実験の結果．試した交配のほとんどは花器の落下
によって失敗に終わり， 一つの花だけが種下を含んださ
く果を生産した．すべてのFlfl団体は黒色のさく.W-:を生
J草した（Table4）。このーI.ulのj成功した交雑個体から得
られたF2集団は．銀色85個体. ri・白色16側体に分離し
た。黒色が能性のー遺伝子座支配の場合の期待比3: 1 
に対するど値は4.52(0.02(P(0.05）で有意ではなかっ
Table 4. Capsule color in parental. F',. and F'2 generations of Lh巴crossbetwee門 ebonyand 
ivory velvelleaf accessions、andchi-squa1e values fora 3:11atio in the F', generation. 
Generation (accession no.) 
Ebony parent (94・1・S)
lvory parent (Pl49922!0) 
Jvory×Ebony F1 
Jvory ×Ebony F2 
Capsule color 
Ebony Ivory 
(no. of plants) 
l 
8 0 
85 16 
Chi古quarevalue 
4.52(0.02(P(0.05) 
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た。
3. 在来系統と新たな侵入系統における形態および生育
特性の比較
USDAの遺伝資源の中に見られた日本で原集された系
統を在来系統とし．輸入穀物に混入していた種子の系統
を新たな侵入系統として両者一の形態および生育特性の比
較を行った結果.LL. LWおよびPTLを除くすべての形
質において．新たな侵入系統と日本の在来系統との聞に
有立な差が見られた（Table5）.特に．車frたな侵入系統
はさく果数において在来系統の5rきの値を示した。また．
種子休眠率も在来系統が平均7.0%だったのに対し，新
たな侵入系統は40.5%と非常に高い値を示した。さらに．
新たな侵入系統は在来系統に比べて．平均で35Fl 早く
開花を開始し.4011問長く開花を続けた。注目すべき
形態的な違いとしては，新たな侵入系統では草尚は夜来
系統の74%と低くかったが．分伎数はJ.3倍多かった。
紫の大きさと形には両古ーに違いは招められなかった。
さらに．在来系統と新たな侵入系統は．それぞれ黄白
色と黒色のさく果をつける点でもryi維に区別された。
考察
1. 形態および繁殖特性に見られる種内変異
イチビの日本における歴史は長く．平安時代の9l8年
に編集された占文；I｝「本五五和名J~＇”にその名を記された
のが最初である。したがって，イチビが日本に持ち込ま
れたのはそれ以前であると考えられる。イチビの栽培に
ついての記載は，多くの文献で見られるが山.~，ρ附リ則．
1880年の当時のl良商務省の栽培試験の記緑以降．その
栽培は衰退した酬。 20世紀に初めごろから．イチビはア
メリカ合衆国の雑草のーっとなっていったが．円本では
重要な雑草として認識されておらず2"1.I 980年代まで
伐耕地で深刻な問題を引き起こすことはなかった3九
本研究において．イチビには分岐があまり起こらず．
草尚が日くなる低分技型の生育型を示す系統と，分枝性
が強く．あまり革高が高くならない高分校型の生育型を
ボす系統が此出された。生育型が低分技型である系統は．
長い繊維を容易に得られる｝；~－；，で繊維作物として最適であ
ったと思われ．一方．高分校型は花芽数の増加をもたら
す結果．雑草の繁殖戦略にとって有利な話下正I＝：産性を1',Ji
くすることに貢献していると考えられた。｛足分佼製の生
育型を示す系統は，より長い茎を生産するべく長い栄養
'I＝：長期間を持ち.!Jfl花畑が鰐かった。またこれらの系統
が生産する種子は休眠性も低く．栽培の際の出芽揃いに
貢献したと忠われる。
供試材料問で形態上の明確な道具として認められたさ
く巣の色についての泣伝解析を行った結果．黒色は~・白
色より優位形質であり．さく巣の色を支配する主働泣伝
子（主ifOi立伝子昨）は絞ゲノム上に座釆していることが
Table 5. Differences in morphological cha, acters and growth habits bcl ween Lhe accessions accidcnlally 
introclucecl to l<1;1shima ancl USDA accessions from Japan as Lhe previous indigenous velvelleaf 
lviean value 11 eacFi group 
SDA 1:1cccssions r Iくashimaaccessions 
rom Japan 
(n=9) (n:3) 
1. PHJ (cm) 156.2 111.7 
2. BNl 14.7 2l.3 
3. BL (cm) 454.2 781.7 
4. LN 52.7 155.7 
5. LL (cm) 28.3 26.3 
6. LW (cm) 26.7 23.3 
7. PTL (cm) 21.7 21.3 
8. PI-12 (cm) 241.2 179.0 
9. BN2 22.7 30.3 
LO. FLD (clays) 102.3 67.3 
11. PHF (cm) 204.9 40.3 
12. FLT (clays) 20.2 60.7 
13. CN 158.4 777.0 
14. SD (%) 7.0 40.5 
*・ * Significant at the 0.05 and 0.01 probability levels. respectively. 
NS. not significant 
Mann・ 
Whitney rank 
Lest 
＊＊ 
＊＊ 
ネ
牢＊
NS 
NS 
NS 
＊キ
＊木
＊キ
＊ホ
＊＊ 
＊＊ 
＊ 
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確認された。 USDA遺伝資源の中のPI4992l O(No.3). 
Pl499218(No.l l）およびPl49923l(No.20）については．
同じPI醤号の系統の中に烈色の個体と黄白色の個体が混
ざっていた。これは．遺伝資源の維持の際に偶発的に起
きた他の系統の花粉のコンタミネーションの結果である
と推察され．黄白色が劣性であることから．それらの系
統は本来黄白色のさく呆をつける系統であると考えられ
た。
2. 近年の非意図的導入系統の形態および生育特性
輸入穀物の量は戦後増加してきたが．特に l980年
代以降急用しており，日本の問料畑で強宮性のイチビが
顕YE化してきた時則と一致する。特に．トウモロコシの
輸入品は1961年の180万トンから2000年の1600万トン
に急i放に増加した附．
この研究で. ~lrr問題をづ｜き起こしているイチビの純
子源として二つの候織が凡出された。すなわち．古来刊
本に存柁していたもの（本研究では， PI4992l 0. 
PT499213およびPI499255が符I'-1.!I）と輸入銀物経山で
新たに非話岡的導入されたもの（鹿品継の輸入穀物に混
入していた系統.NGRI94-l司S.NGRI94-22-Hおよび
NGRI94・62－しがこれに相当）である。しかし．これら
2つの候補はさく柴の色が異なり，形態的にも生育特性
においても大きくかけ縦れている。特に．鹿島港のサン
プルは. ,;:jい利子生産性や｛：iい純子休H民宿，長期間続く
組子生産や開花までに要するH数が短いなど非常に強い
雑車性を示した。これらの結果は，年間2300万トンに
及ぶ輸入穀物を介して非怜に雑草性の強い系統が日本に
大見に入り．日本1+1の街並l民家に導入されていることを
示すものである。
第二節 DNA多型に基づく系統解析
第一節では．イチビの穂内変異を］形態および生育特性
の比較から検討し．作物的な生育特性示すものから雑草
性を示すものまで大きな変異が存在することが19Jらかと
なった。また輸入穀物混入系統は，典型的な級車性を示
すことがゆlらかとなった。木町iにおいては，これら表現
j杉質に見られた変異が．系統1けの遺伝的距離に対応した
ものであるかを評価する目的で マイクロサテライト領
域周辺をターゲッ トとしたDNA解析法の一つである
ISSR (Inter-Simple Sequence Repeal）法による系統
解析を行った。また．輸入穀物に混入していた系統につ
いても形態変児と同織に｜止界中の遺伝資源との問で
DNA多型を検出し．その額似度から系統聞の相対的な
位加づけを行った。
材料および方法
1. 供試材料
第一節と同じ系統に加え．新たに．アメ 1）カとオース
トラリアから輸入された3隻の積荷に混入していた種子
をそれぞれ3系統としてmいた（Table6）。
すべての供試材料は， 1997年.4月14Elに温室内に配
置した描離床に儲種し．発芽した実生は同年5月27日
に栃木県那須郡西那須野町の草地試験場（現栃木県』I＼須
塩原市畜産草地研究所）の試験回場に移植した。各系
統が主に白荊で維持されていると考えられることから，
DNA解析のための材料としては．各系統から l鮎i休ず
つをランダムに選びその系統の代表とした。第一節で同
じ系統にさく果の色が異なる個体がみられたものについ
ては．すべて出白色のさく来をつけた胴体を材料として
選らんだ。それぞれの個体から展開したばかりの生誕を
採l'5し.DNA拘lJ/:lまで－40℃の冷涼j躍に保存した。
2. DNA抽出
しiuら仰の方法を一郎改変して全DNAをfIIHした。予
め1.5m fのマイクロチューブに100t.L€ の抽出バッ ファ
ー（0.3M出化ナトリウム： 50m.Mトリス塩酸バッファ
一.pH7.5: 20 mM EDT A: 0.5% SDS; 5 M尿ポ： 5%フ
エノーJレ）とともに凍結保存していた約l00mg葉を．
マイクロチューブmのホモジェナイザー（S-203，池「［I
型化製，東京）をJH いて．が~200・300 rpmでパウダー
状になるまで粉砕した。 4001.teの抽出バッファーと
400 tl eのフェノール ・クロロホルム ・イソアミルアル
コール混合液（25:24:1）を加え，混合後．微量高速遠
心分離機（トミ一新工製．点京）によって15,000rpm 
で5分間述心分離した。 i俊肘に？？：叫干したDNAをエタノー
ル沈殿により回収し.RNaseを20t.Lgfmeを含んだ50
t.L eのTEバッファーに溶解し -20℃で凍結保存した。
3. ISSR (Inter-Simple Seque「1ce円epeat）解析法
本研究において，ISSR(Inter-Simple Sequence 
Repeat）解析に28種類のフライマーを用いた（Table7）。
これらのプライマーはTsurnuraら叫3を参考にして
設計し．アマシャムファルマシアバイオテク社
(Buckinghamshire. UK）に合成依頼した。DNA地幅
については.Tsumuraら附にしたがって反応液中に
2%ホルムアミドを加えた。 PCR(Polymerase 
Chain Reaction）サイクルは， GeneAmp9600 
(Perkin Elmer製）を用いて，最初の94℃（7分）に続
けて。 94℃（30秒）, 52℃（45秒）, 72℃（ 2分）を
45サイクル．そして最後に72℃（7分）の伸長反応と
第6号（2006)
Buffer Slripsであった。電気泳動後のゲルはPhasLGel
DNA Silver・StainingKitをJflいて銀染色した。
電気泳動で得られたバンドデータは．
斎産草地研究所研究報告
なるようプログラムした。 PCR産物は， PhastSystem
(Amersham Biosciences製）を用いた電気泳動により
分間住した。電気泳動で使間したゲルとバッファーは噌
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Diversity 
Database Software Ver.1.1 (PDI Inc. Huntington 
?
れぞれ12.5%PhastGel homogenousとPhastGelDNA 
Source 
Ethiopia 
］くazahstan
Japan 
China 
fl日ly
Japan 
Russian Federation 
Africa 
China 
China 
China 
Russian Feeler日lion
Germany 
jコortugal
Jnclia 
Rom自11a
、，vitzcrlancl
United Kingdom 
China 
Poland 
Svvcclen 
France 
Italy 
1nclia 
Denmark 
Ukraine 
Netherlands 
Russian Feclcralion 
Ukraine 
Russian Federation 
Midclle Asia 
France 
Italy 
China 
Poland 
India 
Ethiopia 
Former Soviet Union 
Japan 
United Slates 
United Stales 
United States 
United States 
Australia 
United Slates 
??
? ?
ー
? ?
?????????
??
??????
??
??
??
???
?
?
Origins and source邑ofthe accessions used in section 2 Table 6. 
USDA germplasm 
USDA germplasm 
USDA germplasm 
USDA germplasm 
USDA gennplasm 
USDA germplasm 
USDA gcrmplasm 
USDA germp!asm 
USDA gcrmplasm 
USDA gcr mplasm 
USDA gcrmplasm 
USD八germplasm 
USDA日crmolasm
USDA germolasm 
USDA gcrn11)lasn】
USDA gcrmplasm 
USDA gennplasm 
USDA germplasm 
USDA gcrm1)lasm 
USDA germplasm 
USDA germplasm 
USDA germplasm 
USDA germplasm 
USDA gennp!asm 
USDA germp!a詰Il
USDA germplasm 
SDA germplasm 
USDA germplasm 
USDA gcrmplasrn 
USDA gcrmplasm 
USDA gcrmpla包m
USDA germplasm 
USDA gcrmolasm 
USDA germplasm 
USDA germplasrn 
USDA gcrmplasm 
USDA germplasm 
USDA germolasm 
USDA germplasm 
lmJ)Orlecl soybean 
Imported grair百sorghum
I百porleclsoybean 
lmpcrtecl田 yb巴an
fmparted lupin 
Impcrted soybean 
Origin 1nclividual NoAccession 
1 Pl499208 
2 PI499209 
3 Pl4992IO 
4 P!49921 l 
5 Pl499212 
6 PI499213 
7 P1499214 
8 PI499215 
9 P1499216 
LO PI499217 
l 1 Pf499218 
12 Pl499219 
13 Pl499220 
14 PI499222 
15 Pl499223 
16 PI499224 
17 PI499225 
18 Pl499226 
19 P1499229 
20 Pl499231 
21 P1499232 
22 P1499233 
23 P1499234 
24 P1499235 
25 PJ4992:37 
26 Pl499238 
27 PJ499239 
28 Pl499240 
29 PI499241 
30 Pl499242 
31 PI499243 
32 P1499245 
33 PI499246 
34 ?1499248 
35 Pl499249 
36 PT499250 
37 PI499252 
38 Pl499253 
39 P1499255 
40 NGRI94-I -S 
41 NGRl94-22・H
42 NGRI94-62・L
43 NGRI94-l・S
44 NGR194-20・V
45 NGR194-62・L
牢 E:ebony. I:ivory 
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Station, USA）を用いて．それぞれのバンドの有（1)
無（0）を記録し， Sorensen(Dice) coefficientを計算
して類似度行列を作成した。この煩似度からすべての個
体について.Clustering Calculator Program引を用い
てUPGMA（平均距離法）によるクラスター分析を行っ
た。系統樹の信頼性については1000回のブートストラ
ップ確率によって確認した。
Table 7. ISSR Pimer seque 
No. Primer Sequence 
l (ACkTG ACACACACACACACACTG 
2 (ACkTT ACACACACACACACACTT 
3 (AG1T AGAGAGAGAGAGAGAGT 
4 (AG』AA AGAGAGAGAGAGAGAGA 
5 (AGnA AGAGAGAGAGAGAGAGT 
6 (AG¥TT AGAGAGAGAGAGAGAGTT 
7 (CA¥AT CACACACACACACACAAT 
8 (GAliT GAGAGAGAGAGAGAGAT 
9 (GAliTG GAGAGAGAGAGAGAGATG 
10 (AG¥G AGAGAGAGAGAGAGAGG 
11 (GT¥TC GTGTGTGTGTGTGTGTTC 
12 (CTkGC CTCTCTCTCTCTCTCTG 
13 (AC).TA ACACACACACACACACTA 
14 (AG¥C AGAGAGAGAGAGAGAGC 
15 (GT1TG GTGTGTGTGTGTGTGTTG 
16 (CA¥A CACACACACACACACAA 
17 (GT¥C GTGTGTGTGTGTGTGTC 
18 (GTkA GTGTGTGTGTGTGTGTA 
19 (GT¥T GTGTGTGTGTGTGTGTT 
20 (ACkT ACACACACACACACACT 
21 (AC¥C ACACACACACACACACC 
22 (AC¥G ACACACACACACACACG 
23 (CT¥T CTCTCTCTCTCTCTCTT 
24 (CT弘A CTCTCTCTCTCTCTCTA 
25 (CT¥G CTCTCTCTCTCTCTCTG 
26 (CA¥T CACACACACACACACAT 
27 (CA¥G CACACACACACACAC八G
28 (GA~A GAGAGAGAGAGAGAGAA 
結果および考察
1. 系統聞のDNA多型とそれに基づく系統関係
本研究で用いた28種類のフライマーのうち10種類の
プライマーで多型バンドが得られた（Table8）。それら
それぞれのプライマーによって培怖されたバンドの数は
6から31であった。個体問で多型が見られたバンドの
数はそれぞれのプライマーでiから31 (16.7-100%）で
あった。記録したバンドの合計は126,41:で．そのうち
11 1本（88.1%）において個体問で多型が見られた。用
いたプライマ←のうち. no.3 ((AG ).T）とno.8 
((GA)8T）は，理論上．それぞれno.5 ((AG）~TA）およ
びno.6 ((AG)8TT). no.9 ((GA)8TG）で得られるバン
ドと重複するはずであるが．本研究で得られた結果では．
これらの部分的に異なるプライマ一間で同ーのバンドは
J.law.. 
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Figure 2. A Phenogram of 45 individuals of 43 velvetleaf 
accessions revealed by UPGMA clusl巴ranalysis 
using !SSR markers oblainccl with JO primers. 
a Olcl crop type accessions of Japan. 
b Quaranline samples mingled in imoorLed grains. 
Table 8. Polymorphic bands generated by primers 
No. Primer Scored ba11cls Polymorphic bands % polymo，・phic
1 (AC)8TG 15 12 80.0 
2 (AC)8TT 9 7 77.8 
3 (AG)sT 5 4 80.0 
4 (AG)8AA 9 6 66.7 
5 (AG)sTA 14 13 92.9 
6 (AG)aTT 31 31 100.0 
7 (CA)8AT 20 20 100.0 
8 (GA)8T 8 8 100.0 
9 (GA)8TG 9 9 100.0 
10 (AG)8G 6 l 16.7 
Total 126 111 88.l 
Average 12.6 11.l 
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検出されなかった。これは.PCR反応における異なるシ
ークエンス聞での競合の結果であると推察された。
ISSR解析結果に基づくクラスター分析の結果を
Figure 2に示す。 PI499248(No. 40）は他の系統から
大きく分かれた。この系統は中国で採集されたもので．
第一節の実験結果で，黄白色のさく果をつけるものであ
った。その他の系統については．ブートストラップ能率
は低かったものの．大きく二つのクラスター（Cluster
l. 2）に分かれた。 Clusterlと2は． 一つの例外
(No.25）を除いてさく果の色の変異と一致していた。
このようなISSRによる分類とさく果の色の変異との一
致は．その両者ともに優性マーカーであることに起因し
ているかもしれない。これらのことから，イチビはさく
果の色によって． 2つの系統群に識別できると考えられ
た。また．作物的な生育特性を示す系統のほとんどでみ
られる黄白色のさく果の色は劣性遺伝子によって支配さ
れていることから．この形質は．野生のイチビからの遺
伝子涜lfi/Jを防止するための遺伝マーカーとして有用であ
ったことが推察される。このような色の識別による遺伝
子汚染の防止策は，グレインアマランサス附やニンジ
ン7”などの他の作物でも見られる。
$3帥と小野聞は繊維作物としてのイチビの形態特性
の説明の中で，さく巣が制すると黒変すると記載してい
るが，その記載が，本当に栽陪系統についての説明であ
ったかどうかは不明であった。本研究において．作物的
な生育特性を示す系統のほとんどは，そのさく果が黒変
せず黄白色であることが判明した。また， Fl本の遺伝資
源に保存されている栽陪品種についてもすべて黄白色の
さく果であった（datanot shown）。これらの結果を総
合すると．栽I音に適した系統のさく巣は通常持白色であ
り，李3’と小野581の記載が異なっていた点については．
その記載対象となった摘物体が紫色のさく果を生産する
数少ない栽培品府iであったか，あるいはその当時は野生
型のイチビが利用されていたのかもしれない。
2. DNA多型に基づく輸入穀物混入系統の系統樹上の位
置づけ
以上のように，鹿島港で得られた輸入穀物中に混入し
ていた系統と日本の在来系統は，第一節で形態や生育特
性が大きく異なることを示したが，系統樹上においても
異なるグループに分類された。また，輸入穀物混入系統
は．アメリカとオース トラリアという地理的に隔たった
地域由来にもかかわらず，遺伝距離が相対的に近かった。
これはサンプりング方法に起因する偏りによるものでな
い限り．ある特定の系統が異なった地域でそれぞれ雑草
問題を引き起こしている可能性がある。
摘要
世界で採集されたUSDAの39系統について形態およ
び生育特性を比較し．イチビの極内変異の全容を明らか
にするとともに．鹿島港の愉入穀物に混入していたイチ
ビ3系統を用いて．日本における新たな侵入系統とイチ
ビが栽培されていた頃に採集されたと推定される日本の
在来系統とを比較した。また．その系統聞で見られる形
態および生育特性上の種内変異と系統間の遺伝距離との
関連性を検討するため．多型検山感度の高いISSR
(Inter Simple Sequence Repeat）法による店Jr,
た。さらに，遺伝距離に基づいて作成した系統樹におけ
る輸入穀物混入系統の位置づけについても検討を行っ
た．
l ）イチビの系統問において形態および生育特性に大
きな種内変異が見られた。
2）形態変異のーっとして さく柴の色にPl.白色と黒
色の2つがあることがわかった。県色は黄白色に対
して位性形質で．それらを支配する主働遺伝子は紘
に座乗することが明らかとなった。
3）世界のイチビの中には，低分校型の草型を示し．
frー な開花期および1い種子休附率など．繊維作物
としての栽培に有利な形質を持っている系統から，
両分校型のj~i.型を示し，長い，m花期間，高い繁殖能
力および向い紹子休！収率など強い雑草性を示す系統
まで見られた。
4）輸入穀物に混入していたイチビは．ほとんどの形
質において円本の花米系統とのr:1に有意な差が見ら
れ，特に強い雑草性を示した。
5) ISSR多型に基づくクラスター分析の結果，イチ
ビの系統は大きく二つのクラスターに別れ．これら
のクラスターはさく果の色の変異とよく一致した。
6）輸入穀物に混入していた系統と日本の在来系統は
それぞれ別のクラスターに位置付けられた。
7）アメリカ合衆国およびオ←ストラリアに由来する
輸入穀物混入系統問で.i立伝距離が相対的に近かっ
たことから，特定の系統が見なった地域でそれぞれ
雑草問題を引き起こしている可能性が示唆された。
第二章葉緑体DNA多型を用いた
イチビ遺伝子型の分類
第一章では，輸入穀物に混入していた系統が非常に強
い雑草性を示し． 日本の在来系統とは遺伝的に大きく異
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なっていたことを明らかにした。このようにして新たに
外国から入ってくる系統が近年全国の問料畑で問題を引
き起こしているイチビの由来であることを慨かめるため
には，種子の移動を検証する必要がある。片親から遺伝
する細胞質ゲノムの遺伝マーカーは．アロザイムのよう
に同制から遺伝するマーカーと組み合わせることによっ
て．集団間で花粉による遺伝子流動と穂子の移動による
遺伝子流動の割合を推定するために利用されてきた川例。
寸1でも．多くの被子植物で母系辿伝する葉緑体DN
(cpDNA）は．酪チによる移動を推定するために最適な
マーカーとなりうる。
そこで．ぷ「までは. 1980年代以降Fl本各地の飼料到I
で大きな問題を引き起こしているイチビの侵入経路を推
定するための遺伝マーカーを作成するために．まず，世
w.の泣（丘町i原. ~見千百円本；に分布しているイチビ．輸入：設
物混入系統．アメリカのコーンベルトで探集した系統お
よび日本の栽培品種を材料として．集緑｛本DNA多型を
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検出し．ハプロタイプを識別するPCRベースのマーカー
を作成した。また．第一章で明らかとなったさく巣の色
の変異を葉緑体DNAマーカーと組み合わせることによ
り追伝子型の分類を行った。さらに．それらの遺伝子型
問で生育特性を比較した。
第一節 マーカーの確立およびさく果の色と
組み合わせた遺伝子型の分類
日本における機甲イチビの侵入源を推定するために有
効と考えられる葉縁体DNAマーカーを作成するために．
世界の遺伝資i侃現在日本に分布しているイチビ．輸入
般物両人系統．アメリカのコーンベルトで探集した系統．
および日本の~t音品種を材料として．葉緑体DNA変異
の検出を試みた．また．ハプロタイプの識別を容易にす
るためにPCRペースのマーカ一作成を行った。さらに．
さく呆の色の変異と組み合わせることによって.i単伝子
却の分却を行った。
Locality 
Table 9. Summary of samples used in ch日ptcr2 
Sample group Orig1 
瓦志古aTia
United States lくashimaport C1uarantine sampl 
us田 mple
Indiana State 
llinois Slate 
Mis以コ，uriState 
Nebraska 
United States 
Japanese sample 
J臼panesecultiva1 
Japan l lonshu Island 
Ja胆叫山llivar)
Africa 
China 
D巴nmark
Ethiopia 
Parmer Soviet Union 
France 
G立旦.i!D.主
India 
USDA samole 
Italy 
主巴旦
Kazahstan 
I'll iclcle Asia 
Russian Federation 
Netherlands 
Poland 
Portugal 
Romania 
wedcn 
Switzerland 
Ukrain 
United Kingdom 
United States 
Total 
Habitat or ::;ource 
Lmoortecl grains 
Corn field. soyb田 nfi氾Id
盟主旦乏且旦
Corn field 
Corn field 
Corn field. grain sorghu 
」出d
Corn field. waste !,incl. 
meadow and or〕ensoac 
Japan Gcncbank 
USDA Germplasm 
USDA Gcnnplasm 
USDA Gcrmolasm 
USDA Germolasm 
USDA G巴rmplasm
USDA Germplasm 
USDA Germolasm 
USDA Germplasm 
?
??????
?
??????
?
???
?
? ?
?
?
?
?
↑???
?
?
?
??
??
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
??
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
USO八Germplasm 
USDA Germolasm 
USDA G巴rmplasm
USDA Germplasm 
USDA Gern可plasm
USDA G巴rmplasm
USDA Germolasm 
USDA Germolasm 
USDA Gennplasm 
USDA Germ.12.lasm 
Collected 
year 
L994 
1999 
1999 
1999 
1999 
1997 
unknm,・n 
unknown 
unkno、￥1
unknown 
unknown 
山1known
unknow1て
unknown 
unknowr 
?
?
?
?
?
??????
、 ? ? 、 、 ?
??
?
???
?
?
?
?
?
?
??
「?
?
?
???
?
?
???
unknowr 
unkno、Nil
unknown 
unkno、vr
unknown 
unknown 
unknown 
unkno、vn
unknown 
unkno,vn 
Capsule 
color 
Ebony 
Ebony 
Ebony 
E包!l
Ebony 
Ebony 
Ivory 
Ivory 
Ivory 
Ebony 
Ivory 
Ivory 
Ebony 
Ivory 
Ebony 
Ebony 
Ivory 
Ebony 
Ivory 
lvory 
Ebony 
Ivory 
Ivory 
Ebony 
ーす－
Ebony 
吉宙芯
Ebony 
？ 
Ebony 
Ebony 
Ebony 
Ebony 
Ebony 
ワ
?
? ?
』?
?
?
?
?
??
??
? ? ?
??
?
??
?? ? ?
??
?
?
?
??
? ?
?
?
?
?
? ? ?
?
??
? ? ?
??
?
?
? ?
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材料および方法
上供試材料
全93サンプルを供試材料とした（Table9）。それら
のサンプルは5つのグル←プからなり．それぞれ． 1) 
輸入穀物理入系統群： 1994年に鹿島港に入港した輸入
穀物から採集されたら系統 2) us系統群 ：輸入穀物
混入系統の主な生産地と思われるアメリカ合衆国のコー
ンベルト地借で1999年に採集した12系統．3）円本系
統m：：日本で問題を引き起こしているイチビの代表とし
て1997年に本州の各県で採集した25系統． 4）日本の
栽培品積：l品業生物資源研究所より譲与されたジーンパ
ンクの迫伝資椴から11品離．および5)USDA遺伝資
源 ：USDAより譲与された世界中から採集された40系
統とした。なお， 5）のUSDA追伝資額はもともとN I. 
Vavilov Institute of Plant Industryで採集されたもの
であり， N.I. Vavilovの採集年代から機定すると1916
年から1940年にかけて採集されたものと思われる。第
一章第二節で用いた材料については同じDNAサンプル
を供試しそれ以外の材料については，それぞれの系統
から一個体ずつランダムに選び. DNA解析のための材
料とした。また，第一章第二節と同様に，第一節で系統
内にさく巣の色の個体間差が見られた系統については．
黄白色のさく果をつけた個体を材料として用いた。
2. DNA抽出
全DNAのf!Il/:1¥はDNeasyPlant Mini Kil (QIAGEN 
製）．あるいは第一't,°＇.！：と阿綴に Liuら川の方法を改変し
て行った。予め1.5meのマイクロチューブに100ueの
抽出バッファー（0.3M NaCl; 50 mM Tris HCI. pH7.5; 
20 mM EDT A; 0.5% SDS; 5 M urea; 5 % phenol)と
ともに液結保存していた約100mg柴を．マイクロチュ
ープ加のホモジェナイザー（S-203.池凹理化製．東京）
を月｜いて．約200-300rpmでパウダー状になるまで
粉砕した。 400μ, eの抽出バッファーと400μ, eのphe-
noi/chloroform/isoarnyl alcohol (25:24:1）を加え，
混合後．微量高速遠心分離機（トミー精工製，東京）に
よって15000rpmで5分間違心分離した。液層のDNAを
ヱタノ←ル沈殿により回収し.RNaseを20μ,gJmeを
含んだsoμ,eのTEバッフアーに溶解し. -20℃で凍結
保存した。
3. 葉縁体DNA(cpDNA）増幅
約10ngの全DNAをPCRの鋳型DNAとして用いた。
葉緑体ゲノム上の部分領域を僧幅するために，これまで
様々な著者らによって提案されてきた19組み合わせの
ユニバーサルプライマーを用いた口，：！G，品問帥 （Table10）。
PCRはGeneAmp970 0あるいはGeneAmp2400 
(Perkin Elmer＇叫）をmいて行った。
4. PCR産物のダイレクトシークエンス
PCR産物を MicroSpin S-300 HR Column 
(Amersham Biosciences K.K.）を用いて精製した。ダ
イレクトシークエンスは各領域の増幅の際に用いたユニ
バーサルプライマーを用いてALFexpressDNA 
Sequence (Amersham Pharmacia Biolech）あるい
はABT373 DNA Sequencerによって行った。決定され
たcpDNAシークエンスは合計で約lOkbpであった。
5. PCRベースのマーカーによるcpDNAハプロタイプ
の識別
指基配列の変異に基づいて．ハプロタイプを識別する
ためのcpDNAマーカーとして6塩基の押入／欠失領域
と30塩基の逆位の積域を選択した。6塙基の挿入／欠
失領域の検出については，片側のプライマーをCy5蛍光
ラベルし.ALFexpress DNA Sequencerおよび断片長
解析用ソフトウェアFragmentAnalyzer ver.1.02 
(Amersham Pharmacia Biolech）を用いて行った。
30額基の逆位領域については、逆位配列内にもう一つ
のプライマーを設計することによって， PCR産物の大き
さから逆位配列の方向を検出した。得られたPCR産物は
Tris Acetate-EDT A (T AE）バッフアー中で 1%アガ
ロースゲルを用いた電気泳動により分離し. ethiclium 
bromideで染色. UVライトで、検i吐1した。プライマ←の
百設計にはOLJGOPrimer Analysis Software for 
Windows ver.6 (Molecular Biology Tnsighls. Inc.製）
を用いた。
結果
1 .イチビ葉緑体DNAにおける塩基多型
’（1i実験として.m.市第二節で別のクラスターに分
知され，前白色および黒色のさく採をつける系統の代表
として．それぞれ，PI499240とPI499255および
NGR194-62-Lを材料とし.Table 10に示した16種類の
プライマーを用いて葉緑体DNAシークエンスの比1較を
行った。その結果. 3箇所のPCR僧幅領域，すなわち，
1 ) lrnL (UAA) 3’exonとtrnF(GAA）遺伝子問領域
の間， 2) lrnH (GUG）とtrnK(UUU) 3’exonの問，お
よび3)trnT (GGU）と［）SbCの悩j，において．3つの
塩基慣換， 1つの6臨基の押入／欠失および1つの30
血基の逆位を検出した（Table11)。これらの変具につい
て． 3つの系統間でそのパターンを見ると，イチビの葉
??
?
?
? ? ?
? ? ?
?
??
?
??
?
? ?
?
???
?
「 ?
? ?
?????
?
??
?
Sequences of the universal primers used in this study and the original references for amplification of chloroplast DNA partial regions 
??
?
?
?
?????
??
Reference 
Taberlet et al. 1991 
Taberlet et al. 1991 
TabcrleL et al. 1991 
Demesure et al. 1995 
Demcsure ct al. 1995 
Petit et al. 1995 
Liston 1992 
Dcmesure et al. 1995 
Demcsure ct al. l 995 
Pelil et al. L 995 
Dcmesure et al. 1995 
Demesurc et al. 1995 
Demesure el al. 1995 
Dcmesure et al. I 995 
Taberlcl et al. 1991 
Petit et al. 1995 
Petit et al. 1995 
Dcmesure et al. 1995 
Hiratsuka et al. 1989 
Primer 2 
5'-TCTACCGATTTCCCCATATC-3’ 
51 -GGGGATAGAGGGACTTGA八C・3’
5’－ATTTCAACTGGTGACACGAG-3’ 
5’－CCGACT ACTTCCGGGTT℃GA-3’ 
5’・CAACGGTAGAGT ACTGGGCTTTTA-3’ 
5’－ATTGCGTCCAA TAGGATTTGAA-3’ 
5’－AAGCGGAATTTGTGCTTGTG-3’ 
5’－GGGA TTGTAGTTCAATTGG’r-3’ 
5’－CTACCACTGAGTTAAAAGGG 3’ 
5’－GAGCTTGAGAAGCTTCTGGT-3’ 
5’－GGTTCGAATCCCTCTCTCTC-3’ 
5’ーCATAACCTTGAGGTCACGGG-3’ 
5’－AACCACTCGGCCATCTCTCCTA-3’ 
5’－AGAGCATCGCATTTGTAATG-3’ 
5’－CCGAGAAGGTCT AC心GTTCG-3’
5’－GCTTTAGTCTCTGTTTGTGG-3’ 
5’－CTTCACAAGCAGCAGCT AGTTCAGGACTCC-3’ 
51-GCAATTGCCGGAAATACTAAGC 3’ 
5’－GCATGCCGCCAGCGTTCA TC-3’ 
Table 10. 
Primer l 
t 5’・CATT ACAAATGCGA TGCTCT-3’ 
3 5’・CGAAATCGGT AGACGCTACG-3’ 
5・5’・GGTTCAAGTCCCTCT八TCCC-3’
7・5’ーACGGGAATTGAACCCGCGCA ・3’ 
9・5’－GGGT1、＇GCCCGGGACTCCAAC-3’
11 5’・GGGACGGAAGGATTCGAACC-3’ 
13 5’－TAGACA TCGGTACTCCAGTGC-3’ 
15・5’戸CCAGTTCAAATCTGGGTGTC-3’
17 5’－ACCAATTGAACTACAATCCC・3’ 
19・5’”GCCCTTTTAACTCACTGGT A-3’ 
21・5’－GGTCGTGACCAAGAAACCAC-3’
23 5’－CAGAGAGACCGATTCGAACC-3’ 
25・5’・ACTTCTGGTTCCGGCGAACGAA-3’
27 5’一CGAGGGTTCGAATCCCTCTC’3’
29 5’・CTCGTGTCACCAGTTCAAAT-3’ 
31 5’－TGCTTTCATACGGCGGGAGT-3’ 
33 5’－ATGTCACCACAAACAGAAACT AAAGCAAGT-3’ 
35 5’・TTTCGTCGAACTTTACGACACCCTTGGGG-3’ 
37・5’・AGTTCGACCCTGATTATCCC-3’
* primers used for sεquencing in the preliminary experiment. 
U瓦f-1)sbc~而er
19 and 20) 
nucleotide 
substilulion 
T 
Nucleotide polymorphisms in chloroplast DNA among three accessions Table 11. 
trn L-trn F 
(orimer 5 and 6) 
insertion or 
deletion 
trn H-tm K (primer 7 and 8) 
sample group sample 
σ3 
w 
?
?
inversion 
CTAATACTCTTGATAGAACAAGAAATTGGT 
CTAATACTCTTGATAGAACAAGAAATTGGT 
ACCAATTTCTTGTTCTATCAAGAGTATTAG 
nucleotide substitulion 
?
??
??
TTGAAT 
(USDA sample) 
(USDA sample) 
(quarantine回 mple)
PI499240 
PI499255 
94司62-L
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緑体で二つのハプロタイプ（ハプロタイプAとBとする）
になることが判明した。全93サンプルのハプロタイプ
を識別するために．離れた領域に位置するこつの変異，
すなわち6植基の押入／欠失（Figure3）と30塩基の
逆位（Figure4）についてPCRベースのマーカーを開
発した。この結果.f;共試材料すべてが． 二つのハプロ
タイプに分類できた。
2.遺伝マーカーを用いたイチビの3つの遺伝子型の識
男IJ
第一掌において，イチビ系統聞でさく果の色に黄白色
と黒色の遺伝的変異があることを示した。また．この形
質を支配する遺伝子が核ゲノム上に座乗することがわか
った（Table18）。このさく果の色の変異は.ISSRによ
るクラスター分析で三分される2つの系統群とほぼ一致
していたことから．イチビを2つの系統群に分類できる
遺伝形質であった。そこで.cpDNAハプロタイプとさ
く果の色の変異を組み合わせで．供試したイチビのすべ
ての系統を分類した結巣． 三つの遺伝子型．すなわち．
Type I, IおよびIIに分類することができた（Table12）。
TY1)e Iはさく果の色が黄白色でcpDNAハプロタイプが
haplotypeA 
盟~ p~昌三
トー・・・・ー ・ー・－－－－－－－－－ ・ー ・ー・・1
•157\,p 
A. Type Hはさく泉の色が黒色でcpDNAハフ．ロタイプ
がA. そしてTypeIIはさく呆の色が紫色でcpDNAハ
プロタイプがBであった。
供試した93系統の遺伝子型をTable13とTable14に
まとめた。すべての日本の栽培品種およびUSDA泣伝資
源の一部はTypeIだった。 TypeI以外のUSDA遺伝資
源lこはTypeIとTypeIIの阿方が見出された。すべて
の愉入穀物混入系統鮮とus系統群はTy1JeUlであった。
日本系統l詳のほとんどはTypemであったが，長野県と
栃木県で採集された系統のいくつかはTypeIlに分類さ
れた（系統辞号k00004.k00008, k00139および
k00205）。
Table 12. Discrimination of velvetleaf of threegenolypes 
by Cl)DNA and capsule color variations 
Cl)DNA haplolype capsule color Genotyp 
??
Ivory 
Ebony 
Ebony 
1 
Il 
bp 
primer 5 
haplotype B .：当主
－ー
同製 500ー
ト ・ー・・・・・・・ー ・・・・ ーー ・ー・ ー ・・・ lー －， ・ー－－ーー岨圃』四ー一ー463 bp 400 －ー 一ー コS:haがotypeB haplotypeA 
一← 6b闘•P凹同 del,ledsilc 
- 6 base pain inStrted sil< 
.._. primerdirwion 
300四岨ー
Figure 3. Discriminalion of chloroplast haploypes of veh elleaf using L1e p1 imers 5 ancl 6 for Lhe 
six base pairs ins/del site in the trnL (UAA) and trnF (GAA) region: lefl-right lanes: 
lOObp ladder, Pl499209. Pl499212. PI499219. PI499220. ?1499238 and Pl499239. 
JlrLln≪ 7 
－ー，FhnplotypeA 
トー ・・・ ーー ・ー・ －－1
司》pro,un<Oel)'60 l,p ・ 
prim，『？
ベー－ー．hnplotwe B 
トー ーー ・・・ーー ・ー・・ーー ・ー・ ・ーiap同xana1ely120 bp 
JObosc l同i四 if＂＇同’叩刷＂
~ prucrd1何＜IOU
一主〉 newly《！，vol。pcdpnmer:l・AAT寸寸C「rGTrCTATCAAGl¥-3'
bp 
23,130 
4,361 
2,322 • lmplotype B 
• haplotwe A 64 
125 
Figure 4. Discriminalion of chloroplast haploypes of velvelleaf by oolymerase chain reaction using th 
primers 7. 8and ano山ernewly developed primer to the inverted site iJ1 the lenH (GUG) and 
LrnK (UUU) 3’exon region : left-right lanes：λHiJ1dlll. Pl499240. P1499255. 94-1・S創1clPl499223. 
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別々の事象として起きてきたことが惟察される。にもか
かわらず．イチビの葉緑体はニつのハプロタイプに集約
された。このような結果は．両ハプロタイプの分岐年代
が非常に古い時代にさかのぼることを示唆している。残
念ながら，本研究で見られた塩基置換の領域は他の植物
種においても埴基置換率の推定が行われていない領域で
あるため．正確な分岐年代の推定は困難であったが，栽
培品種がすべて一つのハプロタイプであったことは．イ
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察
1 .イチビ系統聞に見られる葉緑体DNAの塩基多型と栽
培系統の分化
黄白色のさく采をつける系統と黒色のさく果をつける
系統の問で検出された5箇所の塩基多型は．タバコの葉
緑体の遺伝子地図上で見るとそれぞれ大きく離れた領
域に位向する。このことから．それそ．れの突然変異は
考
Table 13. Genotype of USDA germplasm accessions based on cpDNA and capsule color 
Asia 
?
??
????
? ?
??
????
? ?
??
? ? ?
?
? ?
????
? ?
???
? ?
?
?
?
??? ? ? ?
???
?
?
?
C氾ession cpDNA haplolype Capsule c。lor
Pl499215 A Ivory 
Pl499208 A Ivory 
PT499252 A Ivory 
PI499211 A Ivory 
P!499216 A Ivory 
PI499217 A Ivory 
Pl499218 A Ivory 
PI499229 A Ivory 
Pl499248 八 Ivory
PI499223 B Ebony 
PI499235 B Ebony 
PI499250 A Ivory 
PI499210 A Ivory 
PI499213 A Ivory 
PI499255 * A Ivorγ 
Pl499243 A Ivory 
PI499254 A Ivory 
PI499237 A Ebony 
PI499253 八 Ivory
Pl499233 A Ebony 
PI499245 A Ivory 
PI499220 B Ebony 
PI499212 A Ebony 
PI499234 A Ebony 
?1499246 A lvo乃F
Pl499209 B Ebony 
PI499239 A Ebony 
PI499249 A Ebony 
PI499222 B Ebony 
PI499236 B Ebony 
Pl499224 B Ebony 
PI499214 A Ivory 
PI499219 B Ebony 
PI499227 A ? 
PI499240 • A Ebony 
PI499242 B Ebony 
PI499232 A Ebony 
PI499225 B Ebony 
PI499238 B Ebony 
PI499241 B Ebony 
United Kingdom PI499226 A Ebony 
* accessions used for the preliminary experiment to detect sequence polymorph1srns. 
Middle Asia 
Unilecl States 
Denmark 
Former Soviet Union 
Russian Federation 
Kazahstan 
Netherlands 
Poland 
Sweden 
Switzerland 
Germany 
Romania 
Ukraine 
Portugal 
Country 
Africa 
Ethiopia 
France 
China 
India 
Japan 
Italy 
:ontinent 
America 
Europe 
Africa 
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Genotype 
??
??
????
??
??
?????????
?
??
? ? ?
???
??
???
??
? ?
??????
???????
Capsule 
color 
Ebony 
Ebony 
Ebony 
E凶 ny
Ebony 
E加 ny
Ebony 
Ebony 
Ebony 
Ebony 
Ebony 
Ebony 
Ebony 
Ebony 
Ebony 
Ebony 
Ebony 
B凶 ny
E以）llY
Ebony 
Ebony 
Ebony 
Ebony 
Ebony 
Ebony 
Ebony 
Ebony 
Ebony 
Ebony 
Ebony 
Ebony 
Ebony 
Ebony 
Ebony 
Ebony 
Ebony 
Ebony 
Ebony 
Ebony 
Ebony 
Ebony 
Jvory 
Ivory 
Ivory 
Ivory 
Ivory 
Ivory 
Ivory 
Ivory 
Ivory 
Ivory 
Ivory 
Table 14. Genotype of velvetleaf accessions in quarantine. the US and Japanese samples 
?
?? ?
??
??
?
??
?????
??
??
??
??
??
????
??
??????
?
????
??
??
???????
?
???
?
?。?Accession Habitat Locality Country Continent Category 
94・62・L•
94・67・P
94・20-V
k00239 
k00240 
k00235 
k00237 
k00238 
1<00234 
k00236 
1<00241 
k00242 
k00243 
k00245 
k00244 
k00013 
kOOOll 
k00003 
k00004 
k00005 
k00006 
k00007 
k00008 
k00002 
k00012 
k00015 
k00020 
k00009 
k00010 
k00022 
k00049 
k00079 
k00109 
1,00139 
k00148 
1<00178 
k00205 
k00016 
kOOOOl 
JP25777 
JP25778 
JP25779 
JP25780 
JP25781 
JP25782 
JP25783 
JP25784 
JP25785 
JP25786 
JP25787 
* accessions used fo1・Lhepreliminary experiment to detect sequence polymorphisms. 
林 accessionsclassified as Type I found in Japane 
94-1 -
94-22-H ?? ? ? ? ? ?
?
??
?』??
?
Kashima port United States America 
Kashima port Australia Australia 
Corn field 
Corn field 
Open space 
Soybean field 
Illinois 
Indiana 
United States America 
。 ??
???
Corn field Missouri 
Corn field 
Grain sorghum field 
Cam field 
Corn field 
Carn field 
'ebraska 
Gunma 
Hiroshima 
恥liyagi
Corn field agano 
Corn field 
Waste field 
11eadow 
Grassland 
Nara 
Corn field 
Open space 
Corn field 
Corn field 
Niigala 
Okayama 
?
?
??
??
??
?
?
?
???
?
????
Tochigi 
Japan 
Japan 
Asia 
Asia 
。 ?
?
?』? ?
?
?
?
????
』?〉???
?
?? ? ?
? 『
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チピの栽培品種の分化は非常に古い時代に程きてきたこ
とを示しているかもしれない。
2.作物と雑車問のイチビの遺伝子流動
作物と雑草の分布域に重なりがあること交雑稔性が
あり．開花期が重なっていることさらに共通のポリネ
ーターが存在しているという条件がそろえば，それらの
作物と雑草の問における遺伝子流動は起こりうるヘ実
際．いくつかの作物と雑草において，両官の自然状態で
の遺伝子流動が報告されている （Helianlhus1.
orghwη剖. Raρhanus3u,,. Brassica31, Oryza＇剖．
:etaria叩 ，Cucurbita"'・"1』）。
第一市で．栽暗に適した系統のさく巣の色は通常黄白
色であることが推察された。また，交雑実験で示したよ
うに．黄白色のさく果を持つ系統と黒色のさく来を持つ
系統の聞には交雑位性があり 開抱期にも重なりがあっ
た。また，両者は同種であり．花様の構造に大きな違い
が見られないことから共通のポリネーターが存在してい
る可能性が向く．上記の遺伝子流動が起こりうる条件を
ほぼ満たしている。そのため もしイチビが繊維作物と
して栽指されていた時期lにその周囲に雑草のイチビが同
時に先生していたのであれば．両者の問での遺伝子流動
は大いに起こりえたと考えられる。実際この挙の中で司
日本系統群の中にTypeIが凡出されたことは，Type
IIからTypeIへの遺伝子流動が起こっていたことを示
唆している。理論的には逆の方向．つまり.Type lか
らTypeITへの泣伝下流動も起こるはずである（いわば
Type IV）。 TypeIが栽略されていた遺伝子型であると
考えると，花粉親の個体数は周りの雑草よりも十分に多
かったと考えられ．むしろこの方向の泊伝子流動のほう
が多かったと思われる。しかしながら．この研究で用い
た遺伝子型の識別方法ではさく果の色の黒色が優性であ
るため．このJ!U論」ニのTypeIVを検出することはできな
かった。これらTypeIや.EJH論上のTypeIVのような雑
種系統は，他の種で見られるように．日本の畑地環境に
対して親系統と異なる適応能力を有していたかもしれな
い （Oryza抑， Rapha刀us">,Brassica'1＇）。イチビの千呈入
過程をより詳細に理解するためには．これらの遺伝子・型
聞の適応能力の違いなどを解明していく必要があると思
われる。
3. さく果の色と葉緑体DNAハプロタイプの組み合わせ
による遺伝子型の分類
本研究において提案した遺伝子型の分類は， ；！翠緑体
DNAマーカーを利用している点において，母系を推定
できる利点がある。そのため．種子による移動を推定で
きる可能性があり，イチビの侵入 ・拡散過程の惟定のた
めの強力なツ←ルとなりうる。日本サンプルの中で．輸
穀物系統とは異なる袋緑体を持つTypeIの系統がい
くつか見られたことは，それらが愉入穀物系統とは別の
系統に由来することを示唆している。別の利点として．
葉緑体DNA多型に組み合わせたさく果の色の変異につ
いて．栽培品種がつける黄白色が黒色に対して劣性であ
ることが挙げられる。現在日本に分布している雑革のイ
チビの中に黄白色のさく果をつける系統が見つからない
のは，劣性｝移質が野生状態で維持されることが稀である
ことを証明している。また．黄白色のさく果をつける遺
伝子型（TypeI)の分布は．そのままイチビの繊維作
物としての世界での分布を示していると考えられ．繊維
作物の伝婚経路などの研究にも貢献するかもしれない。
USDA遺伝資源の遺伝子型識別の結果からみると原産
地のアジアだけでなく．ヨーロッパ．アフリカおよびア
メリカにも栽地品磁と同［；TypeIが広く分布していた
ことがわかる。
しかし．先に示したように．ここで示した遺伝子型識
別の欠点として.Type Iとは逆方向のit純．つまり．
Type IIにTypeIの花粉がかかった場合の雑種の検出が
不可能な点が挙げられる。また， TypeIとTypelIに
ついては，泣伝子型r:日の戻し交~~tの程度を推定すること
も難しく．こうした遺伝子型聞の遺伝的交流がどのよう
にイチビの侵入過程に影響してきたかを解明するために
は，それぞれの遺伝チ型の中での変災についても明らか
にする必要があり，さらなる遺伝マーカーの作出が不可
欠であると考えられる。
第二節各遺伝子型の形態および生育特性上の相違
前節において．泉純体DNAハプロタイプとさく呆の
色の組み合わせによってイチビが3つの泣伝子型に分類
されることが明らかとなった．これらの3つの泣伝子型
について．それらの生育特性上の相違点を明らかにする
ため，第一章第一節で調査した形態および生育特性に閲
する形質を問いて主成分分析を行い．各遺伝子型の位置
づけについて検討した。
材料および方法
1. 供詰材料
第一：＼＇；1第一節で用いた｜盆界のj宣伝資源39系統および
愉入穀物に混入していた3系統について，形態および生
育特性に基づく主成分分析を行った（Table1）。また，
前節で各系統から代表的な個体を選んで行った遺伝子型
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識別の結果（Table13. Table 14）を合わせるととに
よって．各遺伝子製の形態およひ．生育特性の比較を行っ
た。
2.主成分分析および各遺伝子型の位置づけ
第一章第一節で調査した14の形質データに基づいて
＝成分分析を行った。前節の遺伝子型の分額を主成分分
析に基づくプロットに重ね合わせ1 各遺伝子型の形態お
よび生育特性上の位置関係について検討を行った。また，
遺伝子型聞における各形質の有意差検定をー Iくruskal-
Wallisの順位検定によって行った。これらの統計解析は，
統計解析ソフト rJMP4.02 (SAS Institute Inc .SAS 
Campus Drive. Cary, NC. USA) Jをmいて行った。
結果
全14）形質に基づく主成分分析の結果．第一 （PC！）お
よび第二主成分担C2）までで全体の変異の71.4%を説
明した（Table15）。PClは繁殖能力と関わる形質（分
枝数．開花期間およびさく果数）について正の固有ベク
トル，開花にいたる日数について負の固有ベクトルを示
していた。また，この主成分は種子休眠性について正の
固有ベクトルを示していたことなどから．雑草性あるい
は作物特性を示す有用な指標となりえる（Table15）。
一方.PC2は植物体の大きさに関わる形質においてすべ
て正の問有ベクトルを示したことからバイオマスの指標
となるかもしれない（Table15）。作物的な特性を示す
もの，すなわち.PClの値がより小さいものは，アジア，
Table 15. Eigenvectors of the first and田 conclprincipal 
comoonents for each character 
Characters 
lsl principal 2nd principal 
comoonenl co汀1ponent
L PHl 0ー.281 0.011 
2. BNJ 0.257 0.253 
3. BL 0.238 0.275 
4. LN 0.323 0.154 
5. LL 0.155 0.407 
6. LW -0.212 0.378 
7. PTL 0.047 0.354 
8. PH2 0ー.294 0.277 
9. BN2 0.163 0.380 
10. FLD 0ー.353 0.162 
1. PHF -0.352 0.186 
12. FLT 0.373 -0.046 
13. CN 0.252 0.328 
14. SD 0.240 0.110 
Eigenvalue 6.208 3.794 
Percent 44.343 27.101 
Cumulative Pere巴nt 44.343 71.444 
アフリカおよびアメリカの各地域の系統に見られ．イチ
ビの原産国とされる中国と日本で採集されたものも含ま
れていた．
前節で示したイチビの3つの遺伝子型の分類に基づい
て各遺伝子型に識別された個体を主成分プロットに示
した結果， Type Iは作物としての特性を示す位置にプ
ロットされ. Type Iが栽活系統であることを叫付ける
結果となった。また. Type IIは雑草性を示す位向にプ
ロットされ（Figure5). Type IはTypeIとTypeII 
の中間の位置にプロッ卜される傾向が見られた（Figure
5）。さらに形態および生育特性のそれぞれの形質につい
て，遺伝子型聞で比鮫を行ったところ.BL. LL. LW. 
PTLおよびBN2を除くすべての形質において 1%水準
で有意な違いが認められた（Table16.）。それら形質の
中で. PHIとSDについてはTypeIとTypeI, Type I 
とType凹との両方の組み合わせにおいて有意差が認め
られたが.BNl, LN. PH2. FLD. PHF司 FLTおよび
CNについてはTypeIとTypeIIとの聞のみ有意差が認
められ.Type lとTypeHあるいはTypeIとType旧の
問には有意差はなかった（Table16.）。
考察
さく果の色と葉緑体DNAハプロタイプに基づいて分
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類された各遺伝子出を形態および生育特性に基づく主成
分分析によってプロットした結果.Type I.JUがそれ
ぞれ作物的．雑草的特性を示し.Type Iがその中間的
な特性を示す位問にプロットされた。これらの結果は．
Type EがTypeIとTypeIIの交雑によってできたこと
を裏付ける結果であり.Type IIよりも雑草性が小さい
可能性を示唆していた。しかし遺伝子型聞の戻し交雑
により.Type IIに近い性質を示すTypeIが存在して
いたとしても．この泣伝子型識日I］では検出できない点を
考えると.Type Iは必ずしも巾間的な生育特性を示す
ものだけではないかもしれない。このことはType凹に
ついても言え.Type IlにTypeIの花粉がかかる方向の
純騒は，たとえ中問的な生育特性を示すものができたと
しても．現遺伝子型の分類においては.Type Ilになる。
前節の結果で．日本で現在問題となっている系統群の中
に－i:fBTypeIが見られたことは，主Ita明性のj畠いがほと
んどないTypelIが戻し交雑によってlJ現していること
を示しているかもしれない。このような．同じ遺伝チ型
の中の変異を検出するためには．今後さらなる遺伝マー
カーの開発が必要である。
各形質の遺伝子型間での違いについては＇ t括経3ヵ月
後の草市であるPHIと秘子の休眠性であるSDにおいて．
Type Iは他の二つの辿伝チ別と大きくwなることが明
らかとなった。特にp :fil子の休眠性は作物としても雑草
Table 16. Differences in morphological characters ancl 
growth habils bet，，内1eengenotypes 
Mean value in each genotype 
Character Type 1 Type 1 Type Il 
(n:19) (n=9) (n=l4) 
PHl (cm) 147.0 " 110.2 b 111.l b 
BNl 15.1 3 17.2山 19.7 1, 
BL (cm) 474.9 " 462.4 n 656.4 n 
LN 60.4 " 89.6 oh 114.9 1, 
LL (cm) 28.8 " 29.0 " 25.4 " 
LW (cm) 25.9 " 25.6 ° 22.2 " 
PTし（cm) 21.9 " 22.6 " 21.5 " 
PH2 (cm) 218.l 3 189.7山 161.0 b 
BN2 21.4 3 25.3 " 25.6 " 
FLD (days) 94.l " 86.6 :•h 67.9 b 
PHF (cm) 162.9 a 89.0 1巾 40.8 b 
FLT (days) 2し4て 39.3 ah 59.1 b 
CN 164.6 8 342.l nb 440.7 b 
SD （%） 4.4 3 25.2 b 22.6 1' 
Values in the same line with different letters ar巴
significantly different by Kruskal-Wallis rank test (P=O目01).
Definitions of character abbreviations are shov.－’n in Table 
l.2. 
としても非常に重要な形質であり， Type IのSDの値が
有意に小さかったことは作物であることを証明する結果
であると思われる。一方.Type IとTypeIIの問にお
いては．いずれの形質においても有意差は認められなか
った。このことから.Type Iは噌主成分プロット上で
はTypeIIよりも雑草性が小さい可能性を示していたも
のの.Type lIと同様に雑草性を有しており．雑草系統
として1！］題を引き起こす可能性があると考えられる。し
かし．開花に要する日数FLDや開花期間FLTなどの形
質において.Type IはTypelとも有意差が認められな
かった。この点についても考慮すると.Type Iには
Type Iの性質も取り込まれていることを示しており．
Type IIよりもl闘の広い生育特性を示す結果．原境適応
性も優れている可能性が考えられる。
摘要
日本で雑草化しているイチビが．輸入穀物混入系統に
rlJ来するのか．あるいは栽培系統から逸脱したものに由
来ーするのかを明らかにするための遺伝マーカーを縦立す
るため．まず世界中の遺伝資源．現布円ノドに分布してい
るイチビ．輸入穀物混入系統，アメリカのコーンベルト
で係集した系統．および日本の栽培品種について，葉緑
体DN A解析を行った．また．形態変異のさく巣の色を
もう一つの出伝マーカーとして組み合わせることによっ
てイチビの遺伝チ型識別を行った。さらに．迫伝子型の
生育特性の比較を行った。
1）さく栄の色が異なるイチビ系統間での袋線体DNA 
の鹿基配列の比較において．葉緑体遺伝子地，立，上の離
れた3つの領域において5つの瞳基多型が検出され
た。
2）取基多型の組み合わせからイチビ葉緑体DNAにつ
いて二つのハプロタイプを見出した。
3）さく果の色と某緑体DNAハプロタイプの組み合わ
せにより，イチビを三つの遺伝子型（TypeI, Iおよ
びII）に分類した。
4) Type IはTypeIとTypeIIの聞での交雑に由来す
る遺伝子型であることが推察された。
5）遺伝子型問で形態および生育特性を比較した結果．
Type Iと他の2つの遺伝子型の聞には都子の休I民性
などにおいて有意差が認められ，栽培系統として明確
に他の遺伝子型と識別されたが， TypeIと他の2つ
の遺伝子型の間では有意差が認められない形質がほと
んであったことから.Type Iは雑草性を示すものの，
Type IIよりも幅広い生育特性を示す遺伝子型である
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ことが示唆された。
第三章 さく葉標本の葉緑体DNA多型と
圏内雑草系統の由来の推定
第一章では，形態 ・生育特性にみられる一連の変異の
解析から．輸入穀物に混入していたイチビが．繊維作物
として栽泊されていた在来系統とは異なり．強い雑草性
を示すことを明らかにし，近年雑草として問題となって
いるイチビが輸入飼料を介して侵入した可能性を示唆し
た。また．第二訟では．この種子の移動を検証するため
に葉緑体DNAマーカーを開発し．輸入殺物混入イチビ
の遺伝子型（TyDeII）が．原産地であるアメリカコー
ンベルトのイチビのものと同じであることを証明した。
このように，日本に分布するイチビが輸入穀物に混入し
た純子に出来するものであれば．穀物愉入量が増加する
1950年代以前には，その系統の分布はまれであったに
違いない。
そこで．ここでは，愉入穀物に混入していたイチビと
同じ葉緑体DNAハプロタイプ（B）がいつごろから日本
に分布していたかを明らかにする目的で．さく菜標本を
材料としたDNA解析法を確立し．イチビのハプロタイ
プ識別をさく葉標本に適用した。それらの結巣と現在の
遺伝子型の分布状況を総合して国内に分布する雑草系統
の由来の推定を試みた。
材料および方法
1 .供試材料
｛共試材料として用いたさく業標本は， 4つの標本im.
TNS （国立科学博物館）ー TI（東京大学）.MAK （東京
都立大学）．およびKYO（京都大学〕に保存されている
ものの中でイチビと同定されたものとした。 DNA解析
のための種子材料はそれぞれの博物館の管理者から誠与
された。この研究では．日本におけるイチビの遺伝子型
の変化を見ることを目的としているため，日本で採集さ
れたもので．さらに．後に示すDNA抽出部位である成
熟積子を有する標本を対象とした。 39点の標本がこの
目的に合致した。いくつかの標本は，様本庫が異なるも
のの同じ標本番号がついていたが，いずれにおいても線
がついた状態であり，それらが同じ場所．閉じ日I寺に採
集されたとしても，別個体であると判断して扱った。供
試材料となったさく葉標本の原集年は1883年から2000
年の範囲であった。
2. さく葉標本からのDNA抽出法の検討
さく葉標本からDNAを抽出する際に，最も適した部
位を特定するために次のような予備実験を行った。栃木
県のイチビ蔓延トウモロコシ圃場からイチビの成植物を
採集しさく葉標本を作製した。その際に必要な乾燥処
理は． 3日間70℃の乾燥機で行った。作製したさく葉
標本から成熟穂子，未熟睡子および薬を採取し.DNA 
抽出用サンプルとした。また．対照として．イチビの生
薬からも全DNAを捌l出した。抽出はDNeasyPlanl 
Mini Kil (QIAGEN）を用いてプロトコールにしたがっ
て行った。 DNA抽出の材料としての適性は.DNAの分
解程度から判断した（Figure6）。その結果．電気泳動
ゲルで検出された断片長の分布から比較的長い断片が見
られる成熟栂子がさく葉標本からのDNA抽出に最適で
あると判断した。さらに，材料部位として積子を用いる
ことは，傑本全体の様相を舷壊するのを避けられること
からも最適であると考えられた。
3.さく葉標本からのDNA抽出
供試材料のさく紫標本から穂下を 1あるいは2粒原I取
し.DNcasy Planl Mini Kit (QIAGEN）付·J.~のAPl
バッファー（1mg/meのRNase Aを含む）を400μe 
入れたl.5meのマイクロチューブに人れ.10分間室温
で静置した。柔らかくなった種子をマイクロチューブ用
のホモジェナイザー（S-203.池田理化製）で完全に粉
砕した。とれらのステップ以降はキットに付属のプロト
コールに従った。
4.葉緑体DNAハプロタイフ．識別のためのnestedPCR 
手順と電気泳動
予備実験で見たように，高温！~l燥したさく葉際＊から
己 ;j 4 
Figure 6. Difference of degradation in DNA extracted 
from different portion of herbarium specimens 
of velvetleaf. Lanes 1: fresh leaf (control), 2: 
mature seecl from hcrbarium specimens air-
dried at 70℃，3: immature seecl from herbarium 
specimens air・dried at 70℃， and 4: leaf from 
herbarium specimens air-clried at 70℃． 
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抽出したDN Aは．熱によって分解していることが明ら
かとなった。さらに．たとえ加熱処理をしていない標本
においても．長期間室温で保存されている標本のDNA 
は分解していた（datanot sho"・n）。このような分解が
進んだDN AについてイチビのcpDNAハプロタイプの
識別を行うために 6塩基の持入／欠失の変異部位につ
いて新たに3つのプライマーを開発し.nested PCRに
よる2段階のPC Rによって増幅を行った（Figure7)。
2段階目のPC Rで用いたプライマ←2には5' f[ljに
Cy5で蛍光ラベルを行った。こうして用幅されたD
断片をAL F express I (Amersham Pharmacia 
Biotech）をmいて分雌し．ハプロタイプ聞の6庖基の
違いを断片長解析問ソフトウェアFragmentAnalyzer 
ver.l.02 (Amersham Pharmacia Biotech）によって
判定した。
結果
1. さく葉標本の葉緑体DNAハプロタイプ決定
本研究で供試したすべてのさく業標本について葉緑体
DNAハプロタイプを識別することができた（Table
1 7）。ハプロタイプAおよびBの数はそれぞれ21と18で
あった。
ハプロタイプAと識別された最初の椋本は， L883年
に山形県で採集されたものであった（NO.l)。ハプロタ
イプ八の模本は. 1890年代. 1900年代および1970年代
を除くすべての年代で見出された。ープ工ハプロタイプ
Bと識別された沿初の標本は， 1893年に東京で採集され
たものであった。ハプロタイプBについてもほとんどの
年代で見出された。
2.ハプロタイプAとBの囲内分布
それぞれのハプロタイプの国内分布をFigure8に矛
す。ハプロタイプAの分布は．北海道から鹿児島県にま
で広範囲に及んでいた。また ハプロタイプBについて
も，行森県から熊本県までの広い範囲に分布しており，
これら二つのハプロタイプの分布に大きな遣いは認めら
れなかった。
A T ATCACAAGTCTTGTGATATATTGTGATATATGATATACGT ACAMTCCCTTT MT ACCT 
1 : TATCACAAGTCTTGTGATATATTGT<;AT,'.TJ.TGATATACGTACAAATCCCTTTAATACCT 
Pnm.r I P,,morヨ
A ・ - ----ATTTGλATG/¥TTCATAATCCATATGATTACTCATATGGAAATTTACAAAGT 
I ATTTGMTTTGMTGATTCATMTCCATATGATTACτCATATO:-<l/¥MTTT/¥CAAλGT 
Pnm<c S 
Figure 7. Primers for nested PCR conducted to discrimi-
nate chloroplast DNA haplolypes in herbarium 
specimens of velvetleaf. 
考察
1. PCRマーカーを用いたさく葉標本のDNA解析方法
さく葉標本は長期間保存されているため．それから商
品質のDNAを抽出することは期待できない。そのため．
DNA解析を成功させるためには．断片化したDNAでも
解析できる技術の確立が要求される。少量のDNAの解
析を可能にするPCR技術は．さく葉標本のDNA解祈に
おいても不可欠である。本研究において．比鮫的DNA
品質の低下が小さいと判断さhた種子を用いたにもかか
わらず．さく葉標本から抽出したDNAの品質は大きく
低下していた。さく葉標本の柴緑体DNAハプロタイプ
の識別によFlいた変異領域の第二議で検出された僧幅断片
長は約460塩基対であった。この程度の断片長であれば．
生体から抽出したDNAの場合問題なく地幅できるが．
さく葉線本から抽出したDNAではほとんどの均合，そ
の噌殖に失敗した。結果として．この領域のJ.tl1隔を成功
させるためには．同ハブロタイプの断片長がそれぞれ
46境基対と53埴基対という，非常に短い断片の増幅に
する必要があった。
2.国内雑草系統の由来の推定
第二章の結果で，すべての日本の栽！fr品種がType1 
に分領され（Table13. Table 14）.輸入穀物混入系統
とその主な生産地であると考えられるコーンベルトで採
集されたusサンプルがすべてTypeIIであったことは
(Table 14）.かつて円本で栽略されていたものとは異
なるcpDNAハプロタイフを持つ系統が輸入穀物経由で
日本に入ってきていることを示している．また．円本で
現fE問題を引き起こしているイチビの大部分が輸入穀物
混入系統と同じTypeIlであったことは，これらが輸入
穀物に混入して新たに侵入してきた系統に由来すること
を強く示唆している。つまり，これらの結果は. 1980 
年代以降，イチビによって日本中の飼料刈lを中心に深刻
な問題が引き起こされてきた原因は．近年の穀物輸入量
噌大に伴う新たな侵入の増大であるという仮説を支持す
るものである。
しかし，日本サンプルの一部に穂子親が作物に由来す
るTypeIが見つかっていることは．かつて繊維作物と
して栽培されていた栽培系統に由来すると思われるもの
が現存していることを示している。さらに，さく葉標本
のハプロタイプ識別の結果，110年前の標本に現在国内
に分布する大部分の遺伝子型と同じTypeIIが見つかっ
ていることは．穀物輸入filが増大する以前から同じタイ
プが存在していたことを示しており．過去に存在してい
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Table 17. Herbarium specimens of velveleaf colected in Japan and their cpDNA haplotype and genotype 
おmple c~.、川£5;le cpDNA トlcrbariumS附・menCollected ck1te Nome of colector凶 alily
no. IYJC no. Habitat N叫eson与問叩n開
自由fl)' A TNS 53705 1883/9/"? T.N暗部川a Yamagata. Uzen (Yamagata) cultivated 
') ・4 Eぬfl)" B MAK 73.i20 1893/10/3 T. 主laki，田 Mu剖si.Tok)'O (T，。kyo)
3 Ebony B KYO 2•192 1897, 10/5 Faurie Akita (Akita) 
El拍l)' B KYO 1897/7/? Kinashl Wakayama (Wakayama) 
Ebony B MAK 734t8 1907.9.5 M. Nagai Ajig揖awn.Kiduk¥lri l。wn.Nisitsugnru. Aomon (Aomori) 
E凶fl)' A Tl 71400 1910/8/"/ T.Maki，祖 Osumi. Prov. I K唱団hima)
Ebony A !!AK 71'100 1910/8/'I T.Makioo Osumi(K唱団hima)
E凶1)' A I<YO 71400 1910/8月 T.Makioo Ohsumi. Kag団hlma(K喝田hima)
kh蹴 Chingma.Ki聞は
1・0円’ A Tl 1924.9.15 H. tluramatsu I<omaba (Tokyo) Bouma (Japan憎 oldname 
or the SJ)l'C'iesl 
10 J¥"Of)' A MAK 73372 1926.7.30 T冶t田i，旧.Si『回同（Na且ano)
I E山ny A ~I,礼K 73421 1933／？.バ T.Makn回 Seihcxl肌 Harima(H)'o蜘｝
12 Ebony A ~!AK 73422 1934/?tl T. Makino αJSio. Hnrimn (Hyogo) 
13 Eぬny B K¥'O 1934/7f? A.＆蜘iima Arnshim.1. Shima・gun. Mic (Mic) wild plain 
J . J Ebony A TNS +1527 193-1旦20 Y. Kiuchi Ryobun Tow九Kmori.Shimofu聞にhibal
15 E回ny A K¥'O 1936.8.4 &Ii世田ml
Yokota. Hikmni Town. Hiknml. 1-l)'O官。
(HyO!JO) 
16 E出向I A 主！AK 71397 1910.9.2 T Mnkino Qhi,umi.Mu日sl(Tokyo) 
17 Ebony A ~IAK 71399 1940.10.7 T. Makino α1izumi. Musasi (Tokyo) 
18 E凶ny A Tl ？ 1942.9.24 払LHam Sa防JOroCit1•. 十lok.咽iclo(IJokai<恥F cultil"O(Cd 
19 E凶lY B TNS 81998 1949.8.2 九I.Tagashi Zyu叩札伐aka.Sc也u(O叩ka)
If this plom 1日間ntan四国民
20 Ebony B TNS J 17253 l9-l9.I I. T.Kamino Campus of Faculty of Education of Ehime 出 this is the fir剖同和，rdlinaJ・lnile同it・.Matuyama City (Ehime）四mp, ha,•ccli組問x,aredafter 
山，I田ling
21 Ebony A KYO 1954.9 30 S. Kitamura. G. Kam1gamo cxr鷲nmentalfielcl of Kyoto cullimted 
~furnta Llniversil)'. Kyoto (Kyoto) 
22 Ebony A K¥'O 27874 1955.8.7 S. Yam剖1剛O Matsuyamaminami School. S1ehiro. 
Mat出wrun,iCity. Ehimc (Ehime) 宮h田1yard
23 Ebony B TNS 1461:!6 1960.9.4 T.()ga1a Ka旭町mru1a1aCit,・. Uzen (Yama町制〕
2,1 Ebony B KYO 1961/Stl S.Okan柏10 Exoernncntal field or l<rolo U刷、’e目，t~’Tokuyamn City, Yamaguchi (Yamaguchi) 
25 Ebon)' 8 KYO 69 1966.10.且 Y.Xomura 
Minatouro. lkata Tow，札Nishit11a. Eh,m~ 
CEhimc) 
26 Ebon;・ B TNS 25:1863 1969.8.3 F. Kazami I ligashikala. Yokohama C.:ity, Kanagawa (Kanagawa) 
27 l¥'O叩 A TI 、， 1969.8.15 K. Enomot。 陶酔r¥1kuok,1(Fi出uokal
28 Ebony I TNS 272693 1970.7.18 Y. Shim,~lti Ohe. Kuman回toCity (Kuman加lo) r《誕，dsidc ロire
29 E加ny B KYO 6 1971.11.6 M. Naruhl脳hi.M. Southern pnrt of Hig,L,hil略国 ~likiCity. Takahashi. Y. Naito fly叩oOiyogo)
Knmimimno. .llonnohnraslnden. 
30 !loony B TNS 010090 1976.8.23 H. Kontn Fui剛mi)・aCity’.Shiwok:L s11•. rot of H町田yculti,・:,ted field 
Ml. Fuji. Elevation ca. 300 m. (Shl7.t回kal
31 El即日y B Tl 1326171 1979.9.23 K. Midorikawa Yun協断1aPref. Y回目制11"3叫1LNar出品Im:,
(Ymnacata) 
32 Eoony A Tl 11802 1981.9.5 N.Ku氏出向kl lfonslrn. I’rd I h'<l:O: M1kager::~\e 
Mi日出hinada・ku.Kooc City (I
33 Ebon)' A 正YO 11802 1981.9.5 トJKum剖d 主！ikageyarrun~.H也ashinad.iKobe City, 
Hyog匂（H抑制
34 EIJOl' A KYO 12277 1983.9.6 N.Fuk凶 ka Pref. Hyog日lkuno.Soci Junior Cole官民 in herb・grown place in light Hig出hinada・ku.Kobe City (I!yogo) 
shade 
35 El四ny B KYO 1091 1986.7.11 S. Fujii lig品；hilarumlToj) Town. Kato. rly叩0(Hye唱。｝
36 E凶ny A TNS 13334 1990.10.21 H.Oh仰 ぬga掴n.Yokkaichi Cit）＇’（Mie) 
37 Ebony 日 Tl 13334 1990.10.21 H.Oh剖a Doga皿n守YokkaichlCity （払lie)
38 E加lY A TNS 19710 1999.928 札Koma Yumen国hima.Yumenοsh,ma Park. Koto-ku. 
Toho. Eleval on ca I Orn. (Tokyo) 
39 E凶ny B TNS 20385 2000.9.10 IL Kon凶 River事idcor Tonegaw，しAbiko Tow凡 nher cullivntion Chiba (Chil凶
内r同e印n刊州ti陥届sh凶、袖owt山hep防T国e剖削1川lp肺『陀宅d,配削llr悶eor t山hecol恥le引tedlo回cality’ 
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た雑草型のイチビが近年の飼料畑の雑草防除方法の変化
など伺らかの原因で大発生するにいたった可能性もある
ことを示している。しかし，今回得られた結果だけでは，
過去のハプロタイプBを持つ系統と，輸入穀物に混入し
ている系統が問様の性質を示すものであるかどうかがわ
からないため．検証することは困難である。ここで開発
したさく葉標本のDNA解析法は．短い断片であれば約
120年間におよぶイチビのさく業標本をすべて解析する
ことが可能であったことから．雑草性に関わる形質に連
鎖したPCRマーカーを作成し，さく葉標本に適用するこ
とによって．日本におけるイチビの遺伝子型が，時代と
ともにどのように変化してきたのかを明らかにできるか
もしれない。近年のイチビの些延の原因に関わる仮説を
正礁に検証するためには，より多くの分子マーカーを現
在および過去の系統解析に適用する必要があると思われ
る。
摘要
日本で1883年から2000年までに採集されたイチビの
さく葉標本39点に第二章で開発された葉緑体DNAマー
カ←を適矧し各ハプロタイプの分布年代を明らかにし
た。それらの結果を総合して，現在国内において問題を
引き起こしている雑草系統の由来の推定を試みた。
1）さく来標本に適用できるDNA解析法を確立した。
2）約120年間のさく菜牒本の葉緑体DNAハプロタイ
プを識別した結果．ハプロタイプAとBの数は，それ
tf' 
， 。
〈戸。
HaplotypeA 
tf' 
。。
ぞれ21と18であった。
3）輸入毅物に混入していた系統と同じハプロタイプを
持つ最も古い標本は， 1893年に東京で採集されたも
のであった。
4）現在園内に分布するイチビはほとんどが輸入穀物に
混入していた系統と同じTYI沼田であったが． 一部L
Type Iが見られたこと Type IIが110年前のさく
葉標本に見つかっていることを勘案すると，国内雑草
系統の由来は．輸入；設物を介した新たな侵入および過
去に存在していた雑草系統の何らかの要因による蔓延
の両方の可能性があり．遺伝子型内の変異を検出でき
るさらなる分子マーカーの開発が必要である．
総 括
本研究は. 1980年代以降急激に分布を拡大し．日本
全国の飼料;1:1を中心として大きな被害をもたらしている
イチビについて．その侵入師、および侵入過稗を解明する
ことを日的として行った。第一阜では，｜世界で収集され
た野生および栽培イチビ系統を材料として．禄内変異の
概要を表現型レベルおよびDNAレベルで明らかにし．
侵入源と准定された輸入穀物中の種子由来系統について
種内変異の中での位置づけを行った。また．第二主主では．
葉緑体DN Aマーカーとさく巣の色の変異からイチビを
3つの迫伝子型に分類し．それらの辿伝子型の形態およ
び生育特性を比較した。第三章では，そのマーカーをさ
く業標本に適用することによって．各遺伝子型の存在し
.p:1~ 
Haplotype B 
。d
Figure 8. Distribution maps of velvetleaf haplotypes bas巴don DNA analysis of herbarium specimens from Japan. 
Numbers show the sample number indicated in Table l 7. 
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ていた年代を推定するとともに，イチビの侵入源．およ
び侵入経路の推定を行った。
1 .イチビの3つの遺伝子型
形態上の明確な変異であるさく巣の色と袋線体DNA
のハプロタイプ識別によって，イチビを3つの遺伝子型．
Type I. UおよびIIに分類することができた。それぞれ
の遺伝子型の遺伝的背景についてまとめる（Table18）。
Type Iは劣性形質である黄白色のさく果を持ち．葉緑
｛本DNAハプロタイプがAの遺伝チ型である.ISSRによ
るクラスター分析で．他の2つの遺伝子型とは異なるク
ラスターを形成した。劣性形質である黄白色のさく果が
維持されてきた遺伝チ型であることから．人為的な選択
が行われてきた可能性が向い。しかも，比較的進化速度
の遅いとされる葉緑体DN Aにおいて，ハプロタイプの
AとBの聞にいくつかの変異が見出されたことは．塩基
置換~~が不明な領域での変異であったため分岐年代を推
定することはできなかったものの．それら二つのハプロ
タイプの分化が非常に古い1'.J代に起きたことを示してい
る。このような結果から. Type Iは相当古い時代に人
為的選択によって分化してきた遺伝子型であると考えら
れる。
Type Iは優性形質である黒色のさく来を持ち．業総
体DNAハプロタイプがAの遺伝子型である。TypeIと
全く問じハプロタイプAで．｛延性形質である黒色のさく
果を持つことから， TYJコe] （母親） XType II （父親）
の交絡により出現した泣伝子型であると考えられる。
Type Iの祖先である可能性も否定はできないが．集結
｛本DNA，こ他のハプロタイプが見つかっていないことか
ら， Typelが分化した後にできたと考えたほうが合出
的である．また.Type IやTypeilによる戻し交雑もJ起
きていた可能性があり．同GType[Jの遺伝子型のもの
の中に峨々な変良が存在する可能性がある。
Type Ilは能性J移民である黒色のさく果を持ち，－＊緑
体DNAハプロタイプがBの遺伝子型である．見かけ上．
Type Iとの違いは明確ではないが. ！葉緑体DNAハプロ
タイプが全く異なることから明確に識別できる。 Type
HとはISSRのクラスター上でも同じグループに入り．遺
伝距離は大きく離れていない。 TypeII （母親）×
Type I （父親）の方向の交雑による後代もTypeIIとな
るため．元のTypeIIとは区別できない。
2.各遺伝子型の形態 ・生育特性
劣性形質である黄白色のさく果を生産するTypeIは．
形態および生育特性に基づく主成分分析においてより作
物的な位置にプロットされる傾向が見られた。また．多
くの形質において他の2つの遺伝子型と有意な差が認め
られ．特に，作物および純正志の両方において重要な形質
である休眠性が有意に他の遺伝子型より小さかった。他
に．低分枝型の生育型を示すことや開花が斉一であるこ
となど．栽t沓に適した生育特性を示すことが明らかとな
った。 以上の結巣から. Type Iは栽培系統であると考
えられる。 TypeIに分類される系統が世界各国で探集
されたUSDAの遺伝資源のrjIに見られたことからイチ
ビは繊維作物として世界中で栽培されていたことを裏付
ける結架であると考えられる。また，日本の泣伝資源の
中にTyi:,eiに分類される栽tf品種がli'fl，種保保されて
いたことから．日本においても栽培系統であるTypeI 
がかつて栽培されていたと考えられる。さらに．それら
栽地品種の産地が事IJ!.l'tと中国であること USDAの泣伝
資源の中の中国で採集されたものがすべてTypeIであ
ったことから．イチビの起源地の一つの説である中国に
おいて品屈育成が盛んであったことがうかがえる。
Type IIは．生育特性に基づく主成分分析において最
も雑草性が大きい位前にプロットされる傾向が比られ
た。また，各形質についてもほとんどの調査形質につい
てTypelと有意な差が認められたことから， Typemは
雑草系統であると判断された。特に．開花に婆する「l数
が仙の追伝子型より平均値で20円以上早く，純子生産
性に直結するさく果の生産数は最も高い平均値を示すな
ど，岡場への定着後の爆発的な地描力を発揮する能力に
最も長けている遺伝子型といえる。しかし．先にも述べ
たように， TypeUl×TypeIの方向で起こる交雑の結果
生まれる雑種もTypeIIとなってしまう場合があること
から．他の遺伝子型からの遺伝子流動が起きてきたもの
を含めると幅広い生育特性を示しうることが予想され
る。
Type IはTypeIとTypeIIの問の交雑により形成さ
Table 18. Summary of velvelleaf genotypes 
Genotype Growth habit Capsule color JSSR cluster Cp DNA haplolype 
crop like ivory 1 
A 
l intermediate 
ebony 2 
[JI weedy B 
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れた遺伝子型であると考えられたが．生育特性において
もそれを裏付ける結果が得られた。生育特性に基づく主
成分分析では， TypeIとTypeIIの中間的な位置にプロ
ットされる傾向が見られた。TypeIとTypeIIの間で
は有意な差が認められる形質はなく.Type IIと同様に
雄単性を示す迫伝子型であると考えられたが．ほとんど
の形質においてはTypeIとの聞にも有意な差がなく．
Type Iの形質も受け継いでいることが示唆される。こ
うした生育特性上のTypelI内の変異は．他の遺伝子型
による戻し交維の程度に応じて変化するものと思われ．
幅広い生育特性を示す可能性が示唆された。このような
遺伝子型聞の辿伝子流動は泣伝的多様性を培大させ．
様々な環境への適応力に寄与しているかもしれない。
以上のように，TypeIは作物型として生育特性も固
定されているものが多いと考えられるが.Type Eおよ
ひεTypemについては咽他の遺伝子型との遺伝的交流に
より綴々な生育特性を持つ可能性があり．世界各地での
適応性に寄与しているかもしれない。
3.近年問題雑草化しているイチビの由来
本研究では. 1980年代以降に日本の問料対！｜で急激に
雑草として問題を引き起こしてきたイチビの由来につい
て，輸入穀物を介した新たな侵入によるものであるとい
う仮説の検証を試みた。この仮説が立てられた背景とし
て．次のこつの点が挙げられる。 一つは，イチビをはじ
めとするl帰化雑革の問題が起き始めた時期が．日本の餅
肢がより，•，＇：j泌乳i訟を目指した結果として輸入般坪飼料多
給型の飼盤方法に変化してきた時期とほぼ一致していた
ことである。 i山手fi,1］料の原料である輸入穀物にはイチビ
以外にも．同級に近年問題となっている．オオクサキピ
(Panicum dicholomi[)orum Michx.），セイパンモロコ
シ （Sorghumhalpense Pers.），オオオナモミ
(Xanlhium occidentalc Bertoloni），ハりピユ
( Amaranth us spinosus L.）.イヌホオズキ額
(Solan um spp.）など多税多微な種子が見出されてい
る＇1.1刷。もうー点は，近年のイチビの大発生が．主に．
1愉入穀物を介した侵入経路の最終到達点である飼料畑に
限られていることである。愉入穀物に混入した種子は．
飼料工場での力n工を経た濃厚飼料への混入物として全国
の畜産農家まで到達する。畜産農家では，種子が混入し
たまま濃厚飼料として家畜に給与される。家畜体内から
排出された種子は，最終的に，堆肥あるいは生糞のまま
畑に散布されることになる。この経路の中で．ほとんど
の過程において，穂子が死滅しないことが明らかにされ
ているが門 堆）］巴の発酵熱が60℃以上になる場合にはほ
とんどの雑草種子が死滅することが確認されている日L
しかし泌厚飼料が多給される酪段家の多くは。近年の
多頭経営によって．すべての糞尿を雄J巴化できないほど
の多量の糞尿を排出しているため，たいてい生爽のまま
知lに投入しており，雑草種子が死滅することなく飼料畑
に到達していると考えられる。
本研究の中でこの仮説を支侍する結果として．輸入穀
物に混入していた系統は，すべて非常に強い雑草性を示
していたこと．現在日本の飼料畑で先生しているイチビ
のほとんどが栽培系統の葉緑体DNAハプロタイプでは
なく，輸入穀物に混入していた系統やアメリカコーンベ
ルトで採集された系統と同じ葉緑体DNAハプロタイプ
を持つTypeIIであったことが見出された．特に．後者
については．種子の移動を検出できる細胞質の遺伝マー
カーを用いている点において，仮説を強く支持する結果
と思われた。
しかし．これに対して．葉緑体DNAハプロタイプが
栽培系統と阿じTypeIが日本の飼料匁uで保集された系
統の中に一部｝l出されたことや．イチビのさく菜標本が．
問題となる遥か前の120年前から連続的に採集されてい
る点，さらに．輸入穀物に混入していた系統と同じ
Type IIに分類されるさく葉標本がllO年前にすでに採
られていた点など，この仮説では説明できない結果も特
られた。こうした結果が符られた理由については推測の
域を出るものがなく．今後の検討課題であると考えられ
る。 TypeIlが110年前のさく葉標本に見つかった点に
ついては．閉じ辿伝子型に分類される系統携をより詳細
に分煩できる分子マーカーを作ることによって．今と昔
のType凹の問に何らかの迎いがあるかどうかを検証で
きるかもしれない。
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Molecular Ecological Studies on the Naturalization of Weedy Type 
Velvetleaf (Abutilon theophrasti) in Japan 
Shunji KUROKAWA 
Department of Forage Production 
urnmary 
In order to elucidate lhe source of the recent velveleaf (Abutilon theophrasti) invasion and to under-
stand the pro何回 ofnaturalization, I examined firstly intra-specific variation in mon)hological characters and 
growth habits. using accessions obtained from the USDA collection as wel as from imparted grains. The 
best index of morphological variation was capsule color. either ivory or ebony. Variation in capsule color was 
found lo be governed by nuclear gene(s). with ebony being dominanしClusteranalysis based on the ISSR 
polymorphism showed two major clusters that corresoonded ¥-Veil with variation in capsule color. All six 
accessions obtained from imported grains united into one major cluster, while al of the old Japanese acces’ 
,ions occmrecl in another major cluster. 
A sequencing analysis of approx. 6% of the chloroplast genome detected two chloroplast DNA (cpDNA) 
haplotypcs. By combining the cpDNA haplotypes with capsule color variation. I was able to classify al the 
accessions into three genotypes (Types I, Ifand Il). Type IT was recognized as derived from the crossing of 
Type I (maternal) and Type Il (paternal). All Japanese cultivars were identified as Type I,while USDA acces-
sions included Types L且andIl. Al the accessio口soblainecl from imported grains and from出eCorn Belt of 
Lhe United States were Type Il. and most of the accessions presenUy distributed in Japan were Type 11. 
A molecular genotyping method using historical herbarium specimens of velvelleaf was clevelopecl as a 
polential Looi lo understand the naturalizalion process of the species in Japan. PCR-basecl markers were 
shown lo be applicable for genotyping the historical herbarium specimens. The earliest record of haplolypes 
B was in 1893 in Tokyo. 
1ost of Lhe accessions obtained from fields of Japanese forage crops were classified as Type Il. which 
had Lhe cpDNA haplotype of the accessions obtained from seeds mixed with imported grains. The rest」lL
appears lo slrongly support the hypathesis that the recenl weedy velvelleaf occun加gin Japan was derived 
from seeds mixed in wilh imported grains. However, il was found that Type l, which had a different cpDNA 
haplotype from Type II, also occurred sooraclically in Japan. In addition. Type Il was also found in herbari-
um specimens collected 110 years ago. These facts suggest that seeds contaminating imported grains might 
not be Lhe only source of recent weedy velvetleaf凶 Japaneseforage crop fields. 
Keywords: Naturalized plant. Abutilon theophrasti. Naturalization process, Molecular marker, Herbarium 
specimens 
